UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE EDUCACAO E SAUDE
UNIDADE ACADEMICA DE SAUDE

CURSO BACHARELADO EM FARMACIA

ANDERSON DE VASCONCELOS PINTO

POTENCIAL MODULADOR DE MONOTERPENOS SOBRE A SENSIBILIDADE
DE DERMATOFITOS A TERBINAFINA

CUITE - PB
2019



ANDERSON DE VASCONCELOS PINTO

POTENCIAL MODULADOR DE MONOTERPENOS SOBRE A
SENSIBILIDADE DE DERMATOFITOS A TERBINAFINA

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado ao
curso de farmdcia da Universidade Federal de
Campina Grande, Centro de Educacdo e Saude
(CES), Unidade Académica de Satude, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de

Bacharel em Farmacia

Orientador: Prof. Dr. Fillipe de Oliveira Pereira

CUITE-PB
2019



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA NA FONTE

P659p  Pinto, Anderson de VVasconcelos.

Potencial modulador de monoterpenos sobre a sensibilidade
de dermatéfitos a terbinafina. / Anderson de Vasconcelos Pinto —

Cuité: CES, 2019.

50 fl.

Monografia (Curso de Bacharelado em Farmacia) — Centro de
Educacdo e Saude / UFCG, 2019.

Orientador: Fillipe de Oilveira Pereira.

1. Antifungico. 2. Dermatofitos. 3. Resisténcia. 4. Bombas de
efluxo. 4. Monoterpenos. I. Titulo.

Biblioteca do CES — UFCG CDU 615.282

Responsabilidade Rosana Amancio Pereira — CRB 15 — 791



ANDERSON DE VASCONCELOS PINTO

POTENCIAL MODULADOR DE MONOTERPENOS SOBRE A SENSIBILIDADE
DE DERMATOFITOS A TERBINAFINA

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado ao curso
de farmacia da Universidade Federal de Campina
Grande, como requisito parcial para obtengao do titulo
de Bacharel em Farmacia.

Orientador: Prof. Dr. Fillipe de Oliveira Pereira

APROVADOEM: 13 / 11 /2019

BANCA EXAMINADORA:

?AQL (¢ i (:Gn'«u_;w Shad

Prof. Dr. Fillipe de Oliveira Pereira

(Orientador/UAS/CES/UFCG)

Prof. Dl'ﬂ José Alixandre de Sousa Luis, Doutor

(Examinador/UAS/CES/UFCG)

o o o s

Shellygton Lima da Silva
.(Examinador/ Doutorando)



Dedico este trabalho primeiramente a Deus, por proporcionar grandes coisas em
minha vida; dedico também aos meu pais, meus irmdos, avos, minha namorada e toda
minha familia em geral por toda forca, apoio e incentivo que recebi desde sempre, para

nunca desistir durante os momentos mais dificeis que passei.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus, por ser meu refligio, minha fortaleza nos
momentos mais dificeis e por sua infinita bondade e misericérdia. Agradeco a Ele por
todas as oportunidades que me proporcionou na vida e pelas coisas grandiosas que tem
reservado para mim.

Agradeco de todo coragdo aos meus pais, meus irmaos, meus avos maternos e
paternos, tios e tias, enfim... toda minha familia, por todo carinho, amor, compreensao,
incentivo e por todo esforco que foi feito para mim desde pequenino. Vocés foram uma
base muito importante para que eu nunca parasse na caminhada.

Agradeco também a Eliane Santos, minha amada, pois foi sem sombra de
davidas o maior presente que Cuité e a vida me deu e com ela também recebi uma
segunda familia que me abracou e me acolheu com todo carinho.

Agradeco ao meu orientador professor Fillipe de Oliveira por todos os
ensinamentos passados, pela paciéncia e atencdo comigo, pela oportunidade de trabalhar
na pesquisa ajudando no meu desenvolvimento académico. Agradeco também a todos
os meus colegas do grupo de pesquisa GPFungos.

Agradeco ao meu grupo de sempre: Zefirino André, Wedja Marcelino e Fabia
Rafaella, amigos que vou levar para o resto da vida e que ocupam lugar especial.
Agradeco também a minha turma e todas as pessoas com quem pude conviver durante
meus estigios supervisionados.

Agradeco a todos os amigos que pude fazer nesse meu breve tempo em Cuité e a
todas as pessoas que de forma direta ou indireta contribuiram para que eu chegasse até

aqui e concluir mais uma etapa em minha vida.



“’Ndo sdo os grandes homens que transformam o mundo, mas sim os fracos e

N

pequenos nas maos de um grande Deus’

(Hudson Taylor)


https://frasescristas.com.br/category/autores/hudson-taylor/

RESUMO

As dermatofitoses sdao infec¢des que acometem os tecidos queratinizados como cabelo,
unhas e extrato cérneo da pele, de humanos e animais, causadas por fungos
denominados dermatoéfitos. Estes fungos estdo divididos em trés géneros: Microsporum,
Trichophyton e Epidermophyton. Microsporum e Trichophyton estdo entre os géneros
de fungos dermatéfitos causadores de tinea capitis (couro cabeludo). A terbinafina, uma
alilamina, é amplamente utilizada no tratamento das dermatofitoses. No entanto, o
aparecimento de fungos resistentes impulsiona estudos com produtos naturais dentre
eles os monoterpenos, presentes em Oleos essenciais e que apresentam diversidade de
atividade bioldgica inclusive a antiftingica. Estes podem se apresentar como novos
agentes moduladores da sensibilidade fiingica por inibicdo de bombas de efluxo na
membrana plasmatica. Neste estudo, foi analisada a atividade moduladora dos
monoterpenos Terpinoleno e Dihidrojasmona sobre a resisténcia de Microsporum canis
LM 216, Trichophyton Interdigitale H6 e Trichophyton interdigitale Amdr2 a
terbinafina. A concentrag¢do inibitéria minima (CIM) da drogas-teste foi determinada
por microdilui¢do. Os efeitos das drogas-teste sobre a funcionalidade da membrana
plasmdtica (liberacdo de K*) foi realizada. Posteriormente, a CIM da terbinafina foi
determinada em concentragdes subinibitérias dos monoterpenos (ensaio de modulacdo).
Por fim, um estudo de associa¢do foi realizado com terbinafina e monoterpenos
(checkerboard). Dihidrojasmona foi mais potente que Terpinoleno porque apresentou
menores valores de CIM (12 ug/mL, 256 pg/mL e 32 ug/mL). Todos os fungos foram
sensiveis a terbinafina a partir de 1 pg/mL. Todas as drogas-teste aumentaram a
liberagio de K' (p<0,05), afetando a funcionalidade da membrana plasmética.
Dihidrojasmona modulou a resisténcia de todas cepas testadas frente a terbinafina; e
Terpinoleno modulou a resisténcia apenas de M. canis LM216 e T. interdigitale Amdr2.
Os monoterpenos testados mostraram potencial antifungico e modulador da
sensibilidade das cepas testadas a terbinafina e a associacdo entre as drogas mostrou-se

sinérgica.

Palavras-chave: Antifingico, Dermatéfitos, Resisténcia, bombas de efluxo,

monoterpenos.



ABSTRACT

Dermatophytes are infections that affect the keratinized tissues such as hair, nails and
horny skin extract of humans and animals, caused by fungi called dermatophytes. These
fungi are divided into three genera: Microsporum, Trichophyton and Epidermophyton.
Microsporum and Trichophyton are among the genera of dermatophyte fungi that cause
tinea capitis (scalp). Terbinafine, an allylamine, is widely used in the treatment of
dermatophytosis. However, the emergence of resistant fungi imposes studies with
natural products among the monoterpenes, present in essential oils and presenting a
diversity of biological activities, including antifungals. These may be presented as novel
fungal sensitivity modulating agents by inhibiting plasma membrane flow pumps. In
this study, the modulating activity of monoterpenes terpinolene and dihydrojasmone on
the resistance of Microsporum canis LM 216, Trichophyton Interdigitale H6 e
Trichophyton interdigitale Amdr2 to terbinafine was analyzed. The minimum inhibitory
concentration (MIC) of test drugs was determined by microdilution. The effects of test
drugs on plasma membrane functionality (K" release) were performed. Subsequently, a
terbinafine  MIC was determined at subinhibitory monoterpene concentrations
(modulation assay). Finally, an association study was performed with terbinafine and
monoterpenes (checkerboard). Dihydrojasmone was more potent than Terpinolene
because it had lower MIC values (12 pg / mL, 256 pg / mL and 32 pg / mL). All fungi
used in termination from 1 pg / mL. All test drugs increased K' release (p <0.05),
affecting plasma membrane functionality. Dihydrojasmone modulates the resistance of
all strains tested in front of terbinafine; and Terpinolene models the resistance only of
M. canis LM216 and T. interdigitale Amdr2. The monoterpenes tested have an
antifungal potential and a modulator of the sensitivity of the tested strains to terbinafine

and the association between the drugs shown to be synergistic.

Key words: Antifungal, Dermatophytes, Resistance, efflux pumps, monoterpenes.
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1. INTRODUCAO

As dermatofitoses sdo infeccdes fungicas que acometem os tecidos queratinizados
como cabelo, unhas e extrato cérneo da pele, de humanos e animais, causadas por
fungos denominados dermatéfitos (KHOSRAVI; SHOKRI; VAHEDI, 2016; DALLA
LANA et al., 2015). Tem se tornado de extrema relevancia para a saide publica e
veterindria, pois aumentaram significativamente a ocorréncia e a gravidade nas dltimas
décadas, levando a altas taxas de morbidade entre os pacientes, incluindo individuos
imunocomprometidos (FUENTEFRIA et al., 2017; LOPES; PINTO; SALGUEIRO,
2017). Estes fungos estdo divididos em trés géneros: Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton (GADZALSKI; CIESIELSKA; STACZEK, 2016).

Dentre as drogas de uso clinico, os azdis, alilaminas e a griseoufulvina sdo as mais
comumente uitlizadas no tratamento das infeccdes dermatofiticas (MARTINS, 2015). A
terbinafina € uma alilamina de amplo espectro que tem sido utilizada na terapia de
infeccdes por dermatofitos, especialmente com condi¢gdes cronicas, ela atua inibindo
seletivamente a enzima esqualeno epoxidase, bloqueando a biossintese de ergosterol e
levando a um acdmulo de esqualeno que € téxico para fungos e interfere nas funcdes da
membrana celular (SOARES et al., 2013; DOLTON et al., 2014; YAMADA et al.,
2017).

Deve-se considerar que os tratamentos com terbinafina envolvem uma exposi¢ao
prolongada a droga, o que poderia favorecer a selecdo de cepas resistentes e explicar
essa alta frequéncia de resisténcia. O principal mecanismo em dermatdéfitos parece ser o
de bombas de efluxo, devido a expressdo dos genes da superfamilia transportadores do
tipo ABC (ATP-binding cassette) (SOARES et al., 2013; GADZALSKI; CIESIELSKA;
STACZEK, 2016; YAMADA et al., 2017).

Diante disso, os produtos naturais t€ém se mostrado uma importante ferramenta de
pesquisa e desenvolvimento de novas drogas antifiingicas ou moduladoras da resisténcia
a antifingicos conhecidos (DANIELLI et al., 2017). Os 6leos essenciais sao misturas
complexas de compostos de baixo peso molecular extraidas de diversas partes das
plantas, possuindo 0os monoterpenos como os principais constituintes e exibindo uma
grande diversidade quimica e atividade bioldgica, que incluem seus efeitos sobre o
crescimento fungico (ARECO et al., 2014; RAUT; KARUPPAYIL, 2014; BIASI-
GARBIN et al., 2016).
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Neste estudo, foram utilizados dois monoterpenos quanto ao seu potencial
antifiingico e modulador da sensibilidade de dermatéfitos a terbinafina. Estes tiveram
suas atividades registradas na forma de patente.

O Terpinoleno é um monoterpeno monociclico de caracteristica lipofilica
encontrado em OGleos essenciais de vdrias espécies de pinheiros e outras plantas como
Manilla elemi, Nectranda elaiophora e Dacrydium colensoi (SOWNDHARARAJAN et
al. 2015; TURKEZ et al.,, 2015). Existem poucos estudos sobre a sua atividade
farmacoldgica, no entanto, este exibe atividade repelente (LAZNIK; TRDAN, 2016),
aumenta os efeitos nematicidas do safrol (ANDRES et al., 2017), associado com
diclofenaco reduz hipernocicep¢do, além de ser um constituinte quimico de Oleos
essenciais que possuem propriedades como analgésicos e antiinflamatérios (MACEDO
et al., 2016).

O Dihidrojasmona também ¢ um monoterpeno monociclico, estd presente no extrato
da casca de Koelreuteria paniculata e nas flores de Carissa spinarum L., por possuir
odores frescos, frutados, amadeirado e de jasmim, tem sua importancia na industria de
perfumes como bases e fragrancias em cosméticos (GLISZCZYNSKA et al., 2015;
YANG et al., 2017; ANSARI; T PATIL, 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
e Investigar a atividade moduladora de Terpinoleno e Dihidrojasmona sobre

sensibilidade de cepas de dermatéfitos a terbinafina.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) de Terpinoleno e
Dihidrojasmona e do antifiingico terbinafina frente as cepas ensaiadas.

e Avaliar o efeito dos monoterpenos e antiftingicos sobre a membrana plasmaética
das cepas ensaiadas.

e Determinar a CIM de terbinafina na presenca de concentragdes subinibitérias
dos terpenos frente as cepas ensaiadas.

e Verificar o efeito da associagdo dos terpenos com terbinafina frente as cepas

ensaiadas.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Dermatofitoses e principais agentes etiolégicos

As dermatofitoses ou tineas s3o micoses cutaneas causadas por fungos
queratinofilicos que tém a capacidade de invadir o estrato cérneo da pele, cabelo e
unhas de humanos, animais e outros mamiferos. Esses fungos sdao denominados
dermatoéfitos e compreendem diversas espécies e variedades agrupadas em trés géneros:
Epidermophyton, Trichophyton e Microsporum. Além disso, sdo divididos em 3 grupos
de acordo com seu habitat: antropofilico (associado ao homem), zoofilico (associado a
animal) e geofilico (habitat do solo) (FOSS et al.,, 2014; WHITE et al., 2014;
CHINNAPUN, 2015; LEAL PINTO et al., 2019).

As manifestcoes clinicas podem variar de acordo com o estado imunoldgico do
hospedeiro, apresentando lesdes tipicas que variam de acordo com a érea afetada do
corpo e podem ser leve ou até lesdes supurativas e inflamatérias. As etiologias dessas
infeccoes variam de acordo com a regido geografica, clima, idade, fatores
predisponentes e socioecondmicos enquanto que a transmissdo pode ser direta (humano
para humano, animal para humano e do solo para humano) ou indireta (LEAL PINTO et
al., 2019; LEITE JUNIOR et al., 2014). As dermatofitoses podem ser classificadas com
base no local afetado, utilizando a denominacdo tinea seguida do sitio anatdmico onde
se localiza a infeccdo, também em latim. Por exemplo: tinea capitis (cabeca), tinea
faciei (face), tinea barbae (barba), tinea corporis (corpo), tinea manus (mao), tinea
cruris (virilha), tinea pedis (pé) e tinea unguium (unha) (SAHOO; MAHAJAN, 2016).

As infec¢Oes por dermatofitos afetam aproximadamente 40% da populacdo mundial
e sdo responsaveis por 30% de todas as dermatomicoses (LEITE JUNIOR et al., 2014).
Esses fungos colonizam 30%-70% dos seres humanos sem causar doenca e, embora nao
seja fatal, essas micoses estdo entre os doencas transmissiveis mais comuns dos seres
humanos desde a antiguidade, trazendo considerdvel interesse social e gastos em saude
(CHINNAPUN, 2015; FOSS et al.,, 2014; WHITE et al., 2014). Segundo estudos
epidemioldgicos realizados no Nordeste do Brasil, a pele glabra era a maior fonte de
dermatomicoses (30,11%) e observou-se alta incidéncia de 7. tonsurans nos casos de
micoses superficiais; Tinea corporis e Tinea capitis eram os quadros clinicos mais
prevalentes de dermatofitoses, presente em 31,8% dos casos.

Microsporum canis € um fungo zoofilico de distribuicdo mundial, encontrado em

animais selvagens e domésticos, sendo o gato o hospedeiro mais importante


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sahoo%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27057486
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahajan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27057486
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(PASQUETTI et al., 2017). E o principal agente causador da tinea capitis, uma infec¢io
do couro cabeludo, foliculos pilosos e parte intermedidria da pele, tendendo a afetar
principalmente criangas pequenas, resultando em perda de cabelo e eritema
(FERGUSON; FULLER, 2017). As dermatofitoses em individuos com infeccdo pelo
HIV parecem se manifestar com lesdes atipicas, disseminadas e mais graves, sendo
isolados agentes etioldgicos menos comuns nesses individuos como Microsporum spp.
(COSTA et al., 2015).

Microsporum canis é um fungo patégeno causador de tinea capitis, em especial a
microsporose, um tipo caracterizado por intenso comich@o no couro cabeludo, papulas
escamosas vermelhas ao redor das hastes capilares e cabelos quebrando. Essa
dermatofitose é altamente contagiosa e facilmente transmitida entre animais e humanos
via contato fisico direto ou indireto com materiais contaminados, sendo a infecgdo
fingica cutinea mais comum em criancas (mais prevalente entre 3 e 7 anos de idade)
(MAO et al., 2014).

Quanto a suas caracteristicas, Microsporum canis apresenta uma colOnia branca
filamentosa penugenta (lembrando a penugem das aves) com sulcos e aspecto raiado, e
reverso cor amarelo candrio ou alaranjado. Na figura 1 e 2, é mostrado o aspecto da
coldnia no anverso, reverso e o perfil da coldénia onde observam-se hifas subindo na

parede do tubo como pelo de gato (DE OLIVEIRA, 2014).

Figura 1: Macromorfologia de Microsporum canis.

Fonte: MYCOLOGY ONLINE (2019).
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Figura 2: Micromorfolgia de Microsporum canis.

Fonte: MYCOLOGY ONLINE (2019).

3.2 Tratamento das dermatofitoses e a resisténcia a antifingicos

Dentre alguns agentes de uso clinico, os azdis, alilaminas e a griseoufulvina sdo as
mais comumente uitlizadas no tratamento das infec¢des dermatofiticas (MARTINS,
2015). A Terbinafina é um antifungico sintético do grupo das Alilaminas que possui a
capacidade de interferir especificamente na etapa inicial da biossintese dos esterdis
fingicos, agindo como inibidor ndo competitivo da enzima esqualeno-epoxidase. Dessa
forma, leva a uma deficiéncia de ergosterol e acimulo intracelular de esqualeno,
prejudicando a organizacdo da membrana plasmatica, permeabilidade celular,
diminuindo o crescimento e resultando em morte fingica (REZENDE et al., 2017).

Os farmacos antifiingicos disponiveis no mercado estdo agrupados em poucas
classes quimicas e, muitas vezes, com espectro de agao restrito. Além disso, o sucesso
no tratamento com antifungicos pode ser prejudicado porque as dermatofitoses
geralmente sdo associadas com elevada recidiva e resisténcia as drogas (PERES et al.,

2010; MICELI et al., 2011).
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Figura 3: Estrutura quimica da Terbinafina

CHs H CHa
N — CHg
—
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Fonte: SIGMA-ALDRICH, 2019.

Assim como outros micro-organismos, as células flingicas possuem uma grande
habilidade de desenvolver resisténcia a compostos antifingicos. Os fungos
desenvolvem mecanismos de resisténcia, principalmente pelos seguintes mecanismos
gerais: reducdo do acimulo da droga no ambiente intracelular; diminui¢do da afinidade
da droga pelo seu alvo; modificacdes no seu metabolismo que reduzem os efeitos
danosos das drogas; superexpressdo da molécula alvo; inativacdo das drogas. Muitas
vezes, a associagdo de varios mecanismos estd envolvida nesta resposta do micro-
organismo as drogas (VANDEPUTTE et al., 2012). Os mecanismos bioquimicos que
contribuem para o fenétipo de resisténcia sdo principalmente modificacdes moleculares
nas enzimas alvo das drogas, alta expressdo de bombas de efluxo e alteracdo na
permeabilidade ou captagcdo da droga. Os diversos mecanismos variam de acordo com a
cepa, a droga ou condi¢cdes ambientais (DEISING et al., 2008; PERES et al., 2010).

As bombas de efluxo sdo expressas em todas as células, cuja atividade confere
protecdo as células dos efeitos toxicos de diversos agentes quimicos. Geralmente, uma
determinada bomba reconhece uma grande diversidade de substratos baseadas em suas
propriedades fisicas, por isso, elas podem mediar a resisténcia a multiplas drogas em
fungos (UGHACHUKWU; UNEKWE, 2012). A resisténcia € frequentemente atribuida
a acdo de bombas pertencentes a duas classes principais que também diferem entre si
pelo mecanismo de transporte utilizado: transportadores do tipo ABC (ATP-binding
cassete) e superfamilia do facilitador principal (MFS ou major facilitator superfamily)
(COSTA et al,, 2014; PRASAD; RAWAL, 2014).

Os transportadores do tipo ABC (ATP-binding cassete) estdo entre as principais
bombas de efluxo envolvidas em mecanismos de resisténcia a multiplas drogas. Elas sdo

proteinas integrais de membrana (ATPases), altamente conservadas, que utilizam a
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energia oriunda do ATP (trifosfato de adenosina) para transportar diversos tipos de
substratos diferentes pela membrana contra seu gradiente eletroquimico (DEISING et
al., 2008; UGHACHUKWU; UNEKWE, 2012).

Em estudos sobre os mecanismos de resisténcia de 7. rubrum, dois transportadores
do tipo ABC, TruMDR1 e TruMDR?2, se mostraram importantes no processo. Além de
que mutacdes no gene alvo da esqualeno epoxidase sugere fortemente que uma
alteracdo estrutural na proteina pode estar envolvida na susceptibilidade reduzida de
cepas de Trichophyton rubrum e Trichophyton interdigitale a terbinafina
(GADZALSKI; CIESIELSKA; STACZEK, 2016; SOARES et al., 2013; YAMADA et
al., 2017).

Neste contexto, drogas que atuam sobre bombas de efluxo como inibidores
competitivos ou ndo-competitivos sdo ferramentas de grande potencial para reverter o
desenvolvimento de resisténcia a drogas mediada por bombas e melhorar a eficicia
contra micro-organismos pela co-administracdo desses inibidores com agentes
antimicrobianos. Entre os conhecidos inibidores de bombas em células eucarioticas
humanas, fingicas ou procaridticas, as drogas do grupo das fenotiazinas como
clorpromazina sdo bem estudadas (UGHACHUKWU; UNEKWE, 2012; WILLERS et
al., 2016).

Embora a clorpromazina seja usada como uma droga antipsicética, ela vem
demonstrando interessante acdo antifiingica frente a diversas espécies de leveduras e
fungos filamentosos (VITALE et al., 2007; GALGOCZY et al., 2010). Além disso, o
potencial de drogas da classe fenotiazinas, incluindo o farmaco clorpromazina, como
agente modulador da resisténcia microbiana a antibacterianos e antiftingicos foi
comprovado em estudos in vitro desenvolvidos por outros pesquisadores
(KOLACZKOWSKI et al.,, 2003; COUTINHO et al., 2008). Seus efeitos estdo
envolvidos com a inibi¢do de proteinas e enzimas ligantes de cdlcio em células
eucaridticas e procaridticas, normalmente relacionadas com a produgdo de energia. A
maioria dessas proteinas estd associada a membrana plasmdtica, desse modo,
clorpromazina pode atuar como agentes inibidores de bombas de efluxo (TEGOS et al.,

2011).

3.3 Consideracoes sobre terpenos
O uso de produtos naturais é certamente uma das estratégias mais bem sucedida na

descoberta de novos farmacos, envolvendo a participagdo das ci€ncias bioldgicas,
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farmacéuticas, médicas e a quimica (NEWMAN; CRAGG, 2007). Os produtos naturais
como plantas medicinais tém se apresentado com um papel importante no esfor¢o para
identificar novos agentes antifingicos.

Os dleos essenciais s@o misturas complexas de substancias voldteis, lipofilicas, com
baixo peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas encontradas nas folhas, resinas,
frutos, flores, troncos e outras partes das plantas; eles sdo caracterizados pelos
componentes majoritarios (dois, trés ou mais) que sdo geralmente responsiveis por
determinadas atividades bioldgicas. O modo de acdo dessas substancias € complexo e
ndo envolve apenas um mecanismo, isso pode ser explicado devido a mistura de
inimeros compostos que apresentam sinergismo entre si. Seus componentes apresentam
grande variabilidade quimica e entre esses, os terpenos merecem destaque (FLORES;
BECK; DA SILVA, 2016; SIMOES; SPITZER, 2007; BAKKALI et al., 2008).

Os diferentes terpenos sdo metabdlitos secundarios derivados de duas rotas
metabodlicas distintas para sua biossintese: a via do mevalonato e a via do 1-
desoxixilulose-5-fosfato (DXP) (figura 5). Sdo basicamente estruturados em blocos de
cinco carbonos — unidades de isopreno (CsHsg) — normalmente, ligadas entre si pela
ordem “cabega-a-cauda” (figura 4). A classificacdo se dd de acordo com a quantidade de
unidades isoprénicas que sua estrutura possui em: hemiterpenos (Cs), monoterpenos
(Ci0), sesquiterpenos (C;s), diterpenos (Cyp), triterpenos (Czp) e tetraterpenos (Cao) €
além desta, os terpenos podem ser sub-classificados em termos do grau de ciclizacdo da
sua molécula em: aciclicos (moléculas abertas), monociclicos ou biciclicos (FLORES;
BECK; DA SILVA, 2016; KANDI, 2015).

Figura 4: Estrutura quimica de alguns terpenos com os residuos de
isopreno em destaque, exemplificando a “regra do isopreno”.
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Fonte: FELIPE; BICAS (2017).
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Figura 5: Representacio esquematica das duas rotas metabdlicas referente a
sintese de terpenos/terpenoides: via do mevalonato e via do 1-desoxixilulose-5-
fosfato (DXP).
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geranil pirofosfato; FPP: farnesil pirofosfato.
Fonte: FELIPE; BICAS (2017).

O mecanismo de acdo antifingica dos monoterpenos ainda ndo foi
completamente esclarecido, no entanto, essas substincias apresentam um amplo
espectro de acdo contra fungos, bactérias e virus. Atualmente, € descrito na literatura
que os terpenos possuem a sua capacidade de interacdo com as membranas, levando a
alterac@o na seletividade e na permeabilidade delas, além de agir através da ligacdo ao
ergosterol causando desestabilizacdo das membranas fiingicas e inibi¢ao da esporulacio.
De forma geral, a perda da integridade pode causar altera¢des na funcdo da membrana
levando a atividade antifiingica (FLORES; BECK; DA SILVA, 2016; MIRON et al.,
2014).

O Terpinoleno € um monoterpeno monociclico de caracteristica lipofilica com
massa molecular 136,23 g/mol (C;oH;6) encontrado como componente majoritario de
Oleos essenciais de plantas como Artemisia dracunculus, Melaleuca alternifolia e Piper

nigrum que exibem atividade antibacteriana contra diversas bactérias. Vale lembrar que
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o 6leo de Melaleuca alternifélia também apresenta acdo antifingica contra diversas
espécies de fungos inclusive dermatéfitos (Tabela 1). O 6leo de Origanum majorana
também contém esse monoterpeno (GUERRA-BOONE et al., 2015; SHARMA et al.,
2014; SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

Tabela 1: Oleos essenciais que apresentam atividade antifingica e/ou antibacteriana e

microrganismos inibidos.

Oleos essenciais Microrganismos

Artemisia dracunculus Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis

Piper nigrum Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Melaleuca alternifolia Fusarium spp., Malassezia furfur,
Saccharomyces cerevisiae,
Epidermophyton floccosum, Microsporum
canis, M. gypseum, Trichophyton
mentagrophytes, T. rubrum, e T.
Tonsurans,Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis

Fonte: GUERRA-BOONE et al., 2015; SHARMA et al., 2014; SWAMY; AKHTAR;
SINNIAH, 2016.

Figura 6: Estrutura quimica do Terpinoleno
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Fonte: SIGMA-ALDRICH, 2019.
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Dihidrojasmona, com peso molecular 166,26 g/ml (C; ;1 H; g O) também ¢
classificado como monoterpeno monociclico e nao ha relatos na literatura de sua
atividade antifingica. Ele esta presente no extrato da casca de Koelreuteria paniculata e
nas flores de Carissa spinarum L. Possui aroma forte e duradouro de jasmim e aroma

forte e suave de frutas, por isso € frequentemente usado como fragrancia em cosméticos

(ANSARI; T PATIL, 2018; YANG et al., 2017).

Figura 7: Estrutura quimica da Dihidrojasmona
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Fonte: SIGMA-ALDRICH, 2019.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Local de estudo
O trabalho foi realizado no Laboratério de Bioquimica e no Laboratério de

Microbiologia, ambos da UAS/CES/UFCG.

4.2 Drogas-teste

Terpinoleno, Dihidrojasmona, terbinafina e clorpromazina foram adquiridos da
Sigma-Aldrich® (Brasil). As solucdes foram preparadas no momento de execuc¢io dos
testes, dissolvendo-os primeiramente em 100 pL dimetilsulfoxido (DMSO) a 100% e
utilizando &4gua destilada esterilizada em quantidade suficiente para obter a
concentragdo inicial de 1024 pg/mL. A partir desta concentragdo, foram feitas diluicdes
seriadas em razdo de dois até alcangar concentracdes inferiores utilizando o préprio

meio RPMI 1640.

4.3 Cepas flngicas

Para os ensaios de atividade antifingica, foram utilizadas as seguintes cepas:
Microsporum canis LM 216, obtida da colecdo do Laboratério de Micologia do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal da Paraiba; T.
interdigitale H6 (ATCC MYA-3108) e seu derivado Amdr2 que foi obtido por um
método de inativacdo (FACHIN et al., 2016), cedidas pelo Departamento de Genética,
Faculdade de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo. Todas as cepas foram
mantidas em tubos de ensaio contendo dgar batata dextrose inclinado sob refrigeracio

(28°C) no Laboratério de bioquimica do CES (UFCQG).

4.4 Inéculo

As cepas flingicas foram inicialmente cultivadas em agar batata dextrose (Difco®)
a 28°C por 7 dias. As recentes colonias fungicas foram cobertas com solugdo salina
estéril (NaCl 0,9 %), e as suspensdes feitas por suaves agitacdes com auxilio de uma
pipeta de transferéncia. As densidades das suspensdes de cada cepa foram ajustadas em
espectrofotometro a 520 nm para um valor de 70-72% de transmitancia, a qual

corresponde a um indculo de aproximadamente 0,5 — 5 x 10° unidades formadoras de
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colonias em 1 mL (UFC/mL) (CLSI, 2008 SANTOS et al., 2006; BARROS et al.,
2006).

.....

A determinacdo da CIM das drogas-teste foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, utilizando placas de microtitulagdo contendo 96 cavidades com fundo
chato (CLSI, 2008; SANTOS; HAMDAN, 2005). Em cada linha da placa, foram
adicionados 100 pL das drogas-teste duplamente concentradas diluidas em RPMI 1640.
Em cada cavidade da placa, foram adicionados 100 pL do inoculo previamente
preparado, diluido em Caldo Sabouraud Dextrose na propor¢do 1:50. Um controle
fingico foi realizado substituindo as drogas-teste por solu¢do salina esterilizada
(controle de crescimento). Um controle de esterilidade também foi realizado,
colocando-se apenas o meio de cultura, sem o indculo. Para verificar a auséncia de
interferéncia nos resultados pelo DMSO utilizado na preparagdo das solugdes, foi feito
um controle com DMSO na concentragdo usada para a solubilizacdo das drogas
acrescido do indculo e do meio de cultura. As placas foram seladas e incubadas a 28°C
por até 7 dias para a realizacdo da leitura. A CIM € definida como a menor concentragao
das drogas capaz de inibir 100% o crescimento fingico observado nas cavidades

(SANTOS; HAMDAN, 2005).

4.6 Liberacio de K*

A concentragio de fons potdssio (K¥) livres no in6culo fingico foi mensurada apos
sua exposi¢do as CIM das drogas-teste a 28°C. Ap6s o periodo de incubacdo (4 h e 8 h),
a concentragio de K* extracelular foi medida por procedimentos de turbidimetria
usando Kits de dosagem de K* (Doles ®, Goiania, Brazil), em espectrofotometro UV
5100. Experimentos controle sem as drogas-teste foram realizados de forma semelhante.
Dodecil sulfato de sédio (SDS) a 2% foi usado como composto referéncia capaz de

induzir liberagido de K" devido sua acdo surfactante (SOUZA et al., 2010).

4.7 Estudo do efeito modulador da atividade antifiingica

Para avaliar se as drogas-teste modulam de forma positiva ou negativa a a¢do dos
antifiingicos frente as cepas testadas, foi empregado o método proposto por Coutinho et
al. (2008). Os valores de CIM de terbinafina foram determinados na auséncia e na

presenca de concentracdes subinibitérias dos monoterpenos (1/4CIM) ou clorpromazina
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(1/4CIM), pela técnica de microdiluicao. A clorpromazina foi usada como um controle
positivo, por se um inibidor de bomba de efluxo. As placas foram seladas e incubadas a

28°C por até 7 dias para a realizacdo da leitura.

4.8 Estudo de associaciao entre drogas

O efeito da associacdo do terpinoleno e dihidrojasmona com o antiftingico foi
determinado pela técnica de checkerboard, utilizando placas de microtitulacdo contendo
96 cavidades com fundo chato. Dilui¢des das solugdes das drogas-teste (1/8CIM,
1/4CIM, CIM/2, CIM, CIMx2, CIMx4 e CIMx8) foram feitas em RPMI 1640. Apds
isto, uma aliquota de 50 pL da terbinafina foi adicionada nos pogos da placa no sentido
vertical e, em seguida, 50 pL de uma determinada diluicio de terpeno foram
adicionados no sentido horizontal da placa, ambas com concentra¢des ajustadas. Por
fim, foram adicionados 100 puL do in6culo diluido 1:50 em Caldo Sabouraud Dextrose.
Desta maneira, foram obtidas misturas de diversas concentragdes de ambas as drogas.
As placas foram seladas e incubadas a 28°C por até 7 dias para a realizacdo da leitura
das CIMs. Na perspectiva de avaliar a atividade das associacOes de drogas, o indice da
concentracdo inibitéria fracionada (ICIF) foi calculada através da soma: CIFA + CIFB,
onde A representa o terpeno € B as drogas comerciais. O CIFA = CIMA
combinado/CIMA sozinho, enquanto que o CIFB= CIMB combinado/CIMB sozinho. O
ICIF foi interpretado da seguinte maneira: sinergismo (< 0,5), aditividade (0,5-1,0),
indiferenca (> 1,0 e < 4,0) ou antagonismo (> 4,0) (LEWIS et al., 2002; CORREA-
ROYERO et al., 2010).

4.9 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os valores de CIM foram expressos
em valor modal dos resultados. Os resultados do ensaio de libracio de K' foram
expressos como média = desvio padrdo (DP). A avaliagdo estatistica destes resultados
foi feita empregando-se o teste t (student) ndo pareado para determinar diferencas

significantes, quando um valor de p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de CIM para todas as drogas-teste estdo expressos na tabela 1.
Dihidrojasmona foi mais potente que terpinoleno porque apresentou valores de CIM
menores. M. canis LM216 foi mais resistente a dihidrojasmona, terbinafina e
clorpromazina quando comparada as demais cepas ensaiadas. Todas as cepas testadas
foram mais sensiveis a terbinafina do que aos monoterpenos, com valores de CIM
variando de 0,5 a 1 pug/mL. M. cani LM216 e T. interdigitale H6 mostraram maior
resisténcia ao terpinoleno por se tratarem de cepas clinicas que ja foram expostas a
farmacos. O crescimento foi detectado quando todas as cepas foram cultivadas na
auséncia de drogas, o que confirmou a viabilidade dos in6culos fingicos. O DMSO nao

inibiu o crescimento fungico na concentragdo testada.

Tabela 2— Valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) de terpinoleno,

dihidrojasmona, terbinafina e clorpromazina frente a dermatdfitos.

CIM (pg/mlL)*

CEPAS N— : A— :
lerpinoleno  Dihidrojasmona Terbinafina Clorpromazina
Microsporum canis LM
1024 512 | 2
216
Trichophyton
1024 256 0.5 0.5
interdigitale H6
l’m-ﬁm;:h_m-.ruu
128 32 0.5 1

inrerdigitale Amdr2

*Valores modais de trés experimentos.
Fonte: dados da pesquisa

Dentre os terpenos estudados, constatou-se o potencial antifingico contra M.
canis e T. interdigitale. Dentre eles o que se mostrou mais potente foi o dihidrojasmona,
uma substancia encontrada no 6leo de laranja bergamota (Citrus bergamia) e nas flores
de Carissa spinarum L. E utilizado como aromarizante na industria, porém nio ha
relatos na literatura de sua agdo antifingica (ANSARI; PATIL, 2018). Enquanto
diversos estudos afirmam que terpinoleno € um dos componentes majoritdrios de 6leos

essenciais com atividade antifingica e antibacteriana como O6leo de Melaleuca
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alternifolia que apresentou inibi¢do contra diversos fungos: C. albicans, C. neoformans,
Epidermophyton floccosum, Fusarium spp., Microsporum canis, M. gypseum,
Penicillium spp., Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans, Trichosporon
spp. - e assim como o dleo de Artemisia dracunculus também inibiu varias bactérias,
entre elas E. coli, S. aureus e S. epidermidis. Os 6leos essenciais possuem sua eficicia
diante de diversos patégenos devido a presenca de diferentes tipos de compostos entre
eles aldeidos, fendlicos e terpenos (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

A hidrofobicidade dos o6leos voléteis altera a permeabilidade da membrana
citoplasmadtica, facilitando a permeagdo antifingica na célula (FUENTEFRIA et al.,
2017). Miron et al. (2014) relatou que alguns terpenos podem se ligar ao ergosterol e
causar uma desestabilizacdo subseqiiente das membranas celulares dos fungos. Com a
perda da integridade da membrana pode causar alteracdes na sua funcdo, o que é
responsavel pela atividade antifingica. O presente estudo mostrou que ambos alteraram
a funcionalidade da membrana, como sugerido por outros autores.

Considerando isto, foi investigado o possivel efeito das drogas-teste sobre a
funcionalidade da membrana plasmatica. Para tanto, foi realizado o ensaio de liberacdo
de K" para avaliar o efeito sobre a membrana plasmatica da cepa de M. canis LM 216
ap6és sua exposicdo as CIM das drogas-teste (Figura 8). Visivelmente ndao houve
diferenca estatistica na taxa de liberacio de K" causada pelos terpenos. Todas as drogas-
teste aumentaram a libera¢do de K' quando comparadas ao controle (auséncia de

drogas) (p<0,05).

Figura 8: Taxa de liberacio de ions K" de Microsporum canis LM 216 na auséncia

(controle) e presenca de SDS, terbinafina, terpinoleno e dihidrojasmona.
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a= quando comparado com o controle (p <0,05); b= quando comparado com a
terbinafina (p <0,05); c= quando comparado com o dodecil sulfato de sédio (SDS) (p
<0,05).

Fonte: dados da pesquisa.

O potdssio € um fon vital para muitos processos fisiologicos, que vao desde a
manuten¢do do pH intracelular, sintese de proteinas até ativacdo de enzimas em fungos
filamentosos. E encontrado em maior quantidade dentro das células e, portanto, o seu
desequilibrio intracelular eventualmente causa a morte devido a alteracdes na fisiologia
do microrganismo, no crescimento celular, morfologia e desenvolvimento
(SHANTAPPA et al., 2013). O terpinoleno e dihidrojasmona por serem lipossoliveis
causaram efeitos sobre a membrana plasmatica de M. canis LM216 levando a liberagao
intracelular de potédssio da célula. Isso foi evidenciado pela diferenga siginficativa na
concentracdo extracelular desse fon entre a suspensdo fingica exposta as drogas e o
controle (p<0,05).

Partindo deste pressuposto, a alteracdo na atividade da membrana plasmética
pode induzir modificagdes na atividade de proteinas de membrana. Com base nisto,
verificamos a possibilidade de terpinoleno e dihidrojasmona modularem a sensibilidade
dos dermatofitos a terbinafina por a¢do sobre bombas de efluxo.

No ensaio de modulagdo da sensibilidade fungica, determinou-se a CIM de
terbinafina na presenca de concentragdes subinibitérias das drogas-teste (terpinoleno,
dihidrojasmona e clorpromazina), como pode ser visualizado na tabela 2. Em M. canis
LM 216 e T. interdigitale Amdr2, a CIM de terbinafina diminuiu na presenga dos
monoterpenos (0,0625 pg/mL). A clorpromazina modulou seletivamente a sensibilidade
de M. canis LM 216 e T. interdigitale H6 a terbinafina, uma vez que é um farmaco
bloqueador de bombas de efluxo. Isto ndo foi evidenciado com a cepa T. interdigitale
Amdr2.

T. interdigitale H6 € um isolado clinico que expressa genes que codificam
bombas de efluxo e no presente estudo teve sua sensibilidade a terbinafina modulada
por dihidrojasmona. T. Interdigitale Amdr2 é uma linhagem knowckout.na qual o gene
que codifica para uma proteina do tipo ABC € interrompido, resultando em um mutante
mais sensivel a varias drogas inclusive a terbinafina (MARTINS, 2015). Essa linhagem
foi utilizada no estudo para determinar o poder modulador dos monoterpenos e reafimar

a capacidade de bloqueio de bombas pela clorpromazina. O terpinoleno e
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N

dihidrojasmona modularam a sensibilidade dessa cepa a terbinafina, no entanto,
clorpromazina foi incapaz de modular esta sensibilidade, possivelmente por nao

expressar o transportador ABC em questao.

Tabela 3: Valores de concentracao inibitéria minima (CIM) de terbinafina
isolada e combinada com terpinoleno (1/4CIM), dihidrojasmona (1/4CIM) e

clorpromazina (1/4CIM) frente a dermatéfitos.

CEPAS CIM isolada CIM combinada (ug/mL)

f : (Clorp i
(pg/ml.) {Terpinoleno)  (Dilndrojasmona) Clorpromazina)

A .Fu'rrnlgwrum

anns 1 0,0625 0.0625
(LM 216)

.fr:r'.l'rr)pJn T

imferdigitale 0.5 0.5 0.0625
(H6)

Irichoplvion

interdigitale 0.5 0,0625 0,0625

(Amiclr2)

*Valores modais de trés experimentos.
Fonte: dados da pesquisa

Proteinas que fazem efluxo de drogas antifiingicas ocasionam resisténcia a
multiplas drogas. Este seria um dos principais mecanismos de resisténcia aos farmacos
usados atualmente na terapéutica, incluindo terbinafina. Em relacdo a classe mais
utilizada na terapia antifiingica os principais mecanismos de resisténcia incluem
mutacdo e desregulacdo da molécula alvo, alteracdo da via biossintética do ergosterol e
o aumento do efluxo de drogas devido a ativacdo de bombas, resultando na pequena
quantidade de droga no local de a¢do. Os transportadores do tipo ABC (ATP-binding
cassete) sao uma das maiores superfamilias de proteinas. Os membros deste grupo sdo
transportadores transmembranas que utilizam da energia oriunda da hidrélise do ATP

para translocar um vasto nimero de substratos que vao desde pequenos ions inorganicos



34

até moléculas grandes, conferindo resisténcia a drogas em procariontes e eucariontes
(GADZALSKI et al.,2016).

Segundo Scorzoni et al. (2017), o aumento na expressio dos genes de
transportadores ABC foi relatado em 7. rubrum na presenga de azdis e parece ser o
principal mecanismo de resisténcia em dermatdfitos inclusive a outros antifingicos,
como terbinafina, anfotericina B e griseofulvina. A terbinafina é uma alilamina utilizada
como droga de primeira linha na terapia de infec¢des por dermatéfitos e segundo alguns
autores (SINGH et al., 2018; YAMADA, et al., 2017), o mecanismo molecular de
resisténcia de 7. rubrum e T. interdigitale tem sido predominantemente atribuido a
mutacdes pontuais no gene alvo da esqualeno epoxidase (SQLE) uma enzima chave na
via biossintética do ergosterol levando a substituicdes simples de aminodcidos.
Considerando que os monoterpenos interferem na funcionalidade da membrana
plasmitica, foi investigado se estes modulam a sensibilidade dos fungos a terbinafina
por inibicdo da atividade de bombas de efluxo. Neste ensaio, usou-se a clorpromazina
como controle positivo, pois é uma droga inibidora de bombas de efluxo amplamente
utilizada com esta finalidade. E uma forma indireta de identificar o envolvimento de
bombas de efluxo na resisténcia fingica (BARRETO et al., 2014).

Os monoterpenos e clorpromazina modularam a sensibilidade de M. canis
LM?216 a terbinafina e com base nisso, foi determinado o estudo da associa¢ao in vitro
entre a terbinafina € os monoterpenos frente a M. canis LM216 pela técnica de
checkerboard. Ambas as drogas baixaram seus valores de CIM quando combinadas de
CIM para 1/8CIM. Com isto, a associagdo de cada um dos dois monoterpenos com

terbinafina ocorreu de forma sinérgica.

Tabela 4. Efeitos das associa¢des de terbinafina e terpinoleno ou dihidrojasmona

frente a cepa de Microsporum canis LM 216.

CIM CIM
Drogas ICIF (Tipo de interagio)
isolada combinada

Terbinafina | 0.125 .

0,25 (Sinergismao)
l'erpinolenc 1024 128
[erbinafina | 0.125

0,25 (Sinergismo)

&1
Dilidrojasmona 212 04
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CIM, concentragado inibitoria minima (ug/mL); ICIF, indice da concentracdo inibitéria

fracionada.

Fonte: dados da pesquisa

O resultado mostrou uma relacdo de sinergismo para ambas as drogas,
apresentando melhores efeitos quando combinadas. Segundo Carrillo-Muifioz et al.
(2014) sinergia entre drogas antifungicas € uma interacao positiva quando duas ou mais
drogas podem desenvolver um efeito cumulativo. A terapia atual usada para o
tratamento das dermatofitoses € muitas vezes toxica a longo prazo, onerosa e de eficécia
limitada, o que justifica o sucesso da associacdo com produtos naturais que fornecem

uma base para a pesquisa e descoberta de novas drogas (SOARES, et al., 2013).
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6. CONCLUSAO

Esta pesquisa € de grande relevancia para o meio cientifico, tendo em vista que
até o presente momento ndo existe relatos na literatura de estudos sobre o potencial
antifingico dos terpenos terpinoleno e dihidrojasmona sobre isolados clinicos de
dermatdfitos M. canis e T. interdigitale resistentes a terbinafina.

As drogas testadas exibiram atividade antifingica, modulando a resisténcia das
cepas de dermatofitos e mostrando sinergismo na associacdo a terbinafina. Sugere-se
que os mesmos alteraram a resisténcia das cepas por meio de uma desestabilizacao da
membrana plasmdtica, interferindo em sua funcionalidade, e possivelmente nao
interferiu na atividade de bombas de efluxo. Os monoterpenos se ligam as moléculas
de ergosterol e/ou se difundem na membrana, ocasionando desestabilizacdo da
membrana e facilitando a ag¢do da terbinafina. Embora tenha permitido uma melhor
compreensdo da atividade desses compostos naturais, se faz necessario novos estudos
que busquem aplicacao clinica e eficicia desta combinagdo.

Por fim, considerando o potencial tecnoldgico deste estudo e a eficiéncia das
substancias testadas, este trabalho possibilitou a geracdo de duas patentes. Ambas foram
registradas no dia 20 de margo de 2019, com nimero de registro BR 10 2019 005468 9
e BR 10 2019 005476 O, intituladas: Dihidrojasmona como agente antifungico e
potencializador da acdo de antifingicos convencionais e Terpinoleno como

potencializador da acdo de farmacos antifliingicos convencionais, respectivamente.
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Titulo da Invengo ou Modelo de Dihidrojasmona como agente antiflngico e potencializador da ag&o
Utilidade (54): de antifingicos convencionals

Resumo: A presente invengdo descreve um processo para obtencéo de
produtos antifungicos para controle de dermatofiloses em humanos &
animais, sendo composta pelo produto natural dihidrojasmona e
varias combinagdes de dihidrojasmona e terbinafina. O aparecimento
de fungos resistentes impulsiona estudos com produtos naturais que
podem se apresentar como novos agentes moduladores da
sensibilidade fungica. Assim, a associagBo de a associaglo de
dihidrojasmona com terbinafina pode levar a reduco de suas
concentragbes efetivas para inibicAo do crescimento fungico &
tratamento, o que seria um ganho para a salde de seres humanos &
animais. Portanto, a presente invengao oferece uma alternativa
inovadora de um produto natural que apresenta atividade antifingica
na forma isolada e atividade sinérgica quando associada &
terbinafina em concentragdes subinibitorias.
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Natureza Patente: 10 - Patente de Invencho (Pl)

Tiulo da Invenglio ou Modelo de Terpinolenc como potencializador da aclo de farmacos antifingicos
Utlidade (54). convencionais
. A presente invenglo descreve um processo para obtencfo de

produtos antifinglcos para controle de dermatofiloses em humanos
animais, sendo composta pelo produta natural terpinclenc e varas
combinagdes de terpinolenc @ terbinafina, As dermatofitoses se
apresentam como uma das micoses mais prevalentes em todo o
mundo. Aluaimente & relatado alto indice de resisténcia fingica, o
que justifica a busca de produtos naturals que possam se apresantar
como novos agentes moduladores da agdo de antifunglcos
convencionals. Assim, a assoclacio de terpinoleno com terbinafina
pode levar & redugdo de suas concentragbes efetivas para inibigéo
do crescimento fungico e fratamento. Portanto, a presente invenclo
oferece uma alternativa inovadora de um produto natural que
apresenta atividade antifingica na forma isclada & atividade
sinéngica quando associada a terbinafina em concentrages
subinibitérias,



