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Resumo
A dermatofitose, uma das micoses superficiais mais frequentes no mundo, estd associada
principalmente a infecgdes pelos dermatoéfitos Trichophyton rubrum, Microsporum canis e
Nannizzia gypsea. Como tratamento sao utilizadas alternativas terapéuticas sist€émicas, como
comprimidos e locais como cremes e pomadas, como exemplo o Fluconazol e Griseofulvina.
A producdo do biofilme é um fator essencial na patogénese dos dermatofitos, pois confere
resisténcia e recalcitrancia ao firmaco, o que prejudica significativamente a eficdcia dos
antifingicos. Por isso o objetivo desse estudo foi analisar a atividade antidermatofitica da
riparina natural 1 (RIP1) e de sintéticos de nor (NOR1) e dinor (DINORI) e a atividade
antibiofilme. Utilizamos modelos in vitro (placas de poliestireno de 96 pocos) e ex vivo
(fragmentos de cabelo) para verificar os efeitos desses compostos na formacdo e viabilidade
de biofilmes. RIP1 e NOR1 apresentaram atividade antiftingica contra cepas de 7. rubrum e
M. canis, mas DINORI1 ndo apresentou atividade antifingica significativa contra os
dermatdfitos. Além disso, RIP1 e NORI reduziram significativamente a viabilidade de
biofilmes in vitro e ex vivo (p < 0,05). No entanto, RIP1 foi mais potente que NORI,
possivelmente devido a distdncia entre as estruturas p-metoxifenil e fenilamida. Em
conclusdo, RIP1 e NOR1 apresentam atividades antifingicas e antibiofilme significativas,
demonstrando potencial para serem utilizadas no desenvolvimento de farmacos direcionados

ao tratamento de dermatofitoses.

Palavras-chave: Dermatofitoses, Fungos, Riparinas, Biofilme.



Abstract
Dermatophytosis, one of the most common superficial mycoses in the world, is mainly
associated with infections by the dermatophytes Trichophyton rubrum and Microsporum
canis. Biofilm production is an essential factor in the pathogenesis of dermatophytes, as it
confers resistance and recalcitrance to the drug, which significantly impairs the effectiveness
of antifungal agents. Systemic therapeutic alternatives are used as treatment, such as pills and
local creams and ointments, such as Fluconazole and Griseofulvin. Therefore, we evaluated
the antibiofilm effect of riparin 1 (RIP1), an alkaloid-like alkaloid, against clinically relevant
dermatophytes. We have also produced synthetic homologues of nor (NOR1) and dinor
(DINOR1) for pharmacological evaluation, with a yield of 61-70%. We used in vitro (96-well
polystyrene plates) and ex vivo (hair fragments) models to verify the effects of these
compounds on biofilm formation and viability. RIP1 and NOR1 showed antifungal activity
against T. rubrum and M. canis strains, but DINOR1 did not show significant antifungal
activity against dermatophytes. Furthermore, RIP1 and NORI1 significantly reduced the
viability of biofilms in vitro and ex vivo (p < 0.05). However, RIP1 was more potent than
NORI, possibly due to the distance between p-methoxyphenyl and phenylamide structures. In
conclusion, RIP1 and NORI1 have significant antifungal and antibiofilm activities,
demonstrating potential to be used in the development of drugs aimed at the treatment of

dermatophytosis.

Keywords: Dermatophytes, Fungi, Riparins, Resistance.
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1 INTRODUCAO

As dermatofitoses sdo uma das principais causas de lesdes superficiais do mundo,
ocasionadas por dermatoéfitos que possuem alta atracdo por tecido queratinizado como pele,
cabelo, barba e unha. Seus principais agentes infecciosos sdo os fungos Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton, responsdveis por infectar pessoas de todas as ragas, idades,
sexos e condicdes sociais (DE OLIVEIRA PEREIRA et al., 2021).

Microsporum canis € o principal agente responsdvel por causar tinea capitis
(dermatofitose do couro cabeludo) em criancas no Brasil, contraido principalmente pelo
contato dos individuos com animais j4 infectados. Nannizia gypsea, ¢ um fungo geofilico que
estd envolvido tanto na causa de micoses em pessoas, quanto em animais por todo o mundo,
tornando-se uma micose critica quando tratado da forma inadequada. Trichophyton rubrum &
um fungo que coloniza a superficie da pele humana, responsavel por causar onicomicoses, pé
de atleta e dermatofitdses por todo o corpo humano, além de ser bastante comum nos casos de
infec¢do de pele em humanos (PEIXOTO et al., 2019).

Um dos principais motivos que tornam o tratamento de dermatofitoses longos € a
formacdo de biofilmes provocada pelos fungos. Essa forma de resisténcia e defesa dos fungos
€ responsavel por tornid-los mais resistentes ao estresse ambiental e aos medicamentos
utilizados para combaté-los. Um dos principais mecanismos responsiaveis por tornar esses
fungos mais resistentes ¢ a Bomba de efluxo, podendo provocar a absor¢ao de nutrientes e
efluxo de drogas, diminuindo a concentracdo delas na célula flingica e consequentemente o
efeito sobre o fungo. Assim, as formas de resisténcias que os dermatoéfitos adquirem acaba se
tornando uma preocupacdo para a medicina tradicional, pois as terapias acabam se tornando
limitadas para o tratamento e cada vez mais escar¢as, o que demonstra a necessidade de
manter as buscas por novos antifingicos (LIN et al., 2019).

Com toda a necessidade de desenvolver novas alternativas farmacoldgicas, produtos
naturais acabam se tornando um caminho que servird para criar novas alternativas de
substancias com potencial terapéutico (NEWMAN; CRAGG, 2016). As riparinas naturais sao

metabolitos secunddrios responsdveis por servirem de base para a sintese de Nor- e Dinor-



riparinas, 0os quais tiveram suas capacidades farmacoldgicas investigadas, e demostraram
grande variedade de acdo farmacoterapéutico (NASCIMENTO, et al., 2016).

Assim, com o vasto potencial terapéutico tanto das riparinas naturais, quanto das Nor-
e Dinor-riparinas, acaba tornando-se vidvel a andlise in vitro e ex vivo desses compostos
frente aos fungos dermatéfitos e ao biofilme por eles formado, ja que o surgimento de formas
de defesas contra as alternativas terapéuticas ja atuais acaba exigindo a busca por novas

alternativas de tratamento.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar atividade antifingica das Riparinas naturais, Nor e Dinor-riparinas

sintéticas sobre a dermatofitose ocasionada pelo M. canis, T. rubrum e N. gypsea.
2.2 Objetivos especificos

Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) de riparinas naturais, nor- e dinor-
riparinas sintéticas em cepas M. canis, T. rubrum e N. gypsea.

Determinar a concentracdo fungicida minima (CFM) das drogas testadas contra M.
canis, T. rubrum e N. gypsea

Analisar in vitro e ex vivo, a atividade das drogas- testes contra o biofilme das cepas

de M. canis, T. rubrum e N. gypsea formadoras desse sistema de resisténcia.



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Dermatoéfitos e dermatofitoses

As dermatofitoses sdo micoses cutineas causadas por fungos que atingem
principalmente tecidos queratinizados como pele, cabelo e unhas, podendo gerar infeccdes
cutaneas, subcutaneas ou em casos extremos infeccdes sistémicas. Seus principais agentes
etiol6gicos sdo fungos filamentosos, hialinos, queratinofilicos e septados, denominados de
dermatdfitos, os quais sdo responsdveis por liberarem enzimas liticas e absorverem os
nutrientes adquiridos através da degradagcdo da queratina (DE OLIVEIRA PEREIRA et al.,
2021).

Sao capazes de invadir e colonizar tecidos queratinizados como cabelo, unhas, pelos
do corpo e estrato corneo, provocando infecgdes superficiais, principalmente por causa da
queratina que é uma fonte de carbono, enxofre e nitrogénio. Suas infecgdes possuem
classificacdo de acordo com o tipo e o local em que estdo dispostas, referindo-se clinicamente
como “tinha”, a exemplo tinea pedis (pés), tinea unguium (unhas) e tinea capitis (couro
cabeludo) (HUBE et al., 2015; GNAT et al., 2019).

A dermatofitose é uma doenca que possui alta prevaléncia por todo o mundo, variando
de acordo com a localizacdo geogréfica e costumes sociais. Tinea corporis € tinea unguium
atingem 20-25% da populagcdo mundial, tornando os dermatoéfitos a quarta causa de infeccoes
em humanos no mundo (ZHAN; LIU, 2017).

A origem dos dermatofitos recebe a classificacdo de acordo com a origem como
geofilicos (encontrados naturalmente no solo), antropofilicos (encontrados naturalmente nos
seres humano) e o zoofilico (encontrados naturalmente em animais), além de se dividirem em
trés principais géneros de fungos, Trichophyton, Epidermofiton e Microsporum. Umas das
principais formas de contaminagdo € a inter-humano, causada pelo contato entre pessoas, de
forma que uma delas esteja com o microrganismo, além de objetos contaminados, solo e o
contato com animais, como cao e gato, por algum agente zoofilico (GNAT et al., 2019).

Esses fungos dermatofiticos possuem frequéncia e distribui¢cdo dependentes de fatores
etiol6gicos como condicdes climaticas, regides geograficas, padrdao de migracido populacional,
fatores culturais e nivel socioecondmico. Regides tropicais e subtropicais, possuem uma
maior incidéncia dessas micoses por causa do clima quente e imido, que é propicio para o
desenvolvimento dos fungos (SANGUINO; JARROS; NEGRI, 2019).

Pacientes com imunodeficiéncia causada ou ndo por Virus da Imunodeficiéncia

Humana (HIV), deficiéncia CARD9 autossoOmica recessiva, podem sofrer de infeccdes



profundas e generalizadas, j4 que seu sistema de defesa se encontra fragilizado. Essas
infeccdes podem ser apenas superficiais, mas também podem ser invasivas, dependendo das
condi¢des dos individuos e do seu estado de saide, podem infectar pessoas de ambos os
sexos, ragas e idades, o que as tornam complicadas de se combater e bastante apta a se adaptar
em diferentes condi¢des (ROUZAUD; LANTERNIER; PUEL, 2017).

Agentes antropofilicos como 7. rubrum, T. interdigitale e T. tonsurans e zoofilicos
como T. metagrophytes e M. canis. Das espécies conhecidas e catalogadas, a 7. rubrum é a
mais frequente em tinea pedis e tinea corporis, além de ser o principal fungo dermatofilico
causador de micoses no Brasil, jA M. canis e N. gypsea estdo presentes de forma dominante
em tinea capitis, no pais, juntos representam mais de 90% dos patdgenos identificados em
dermatofitéses ( DE OLIVEIRA PEREIRA et al.,, 2021). Como opg¢des de tratamento a
utilizacdo de pomadas ou cremes com cetoconazol, terbinafina e fluconazol em sua

composi¢do (GNAT; LAGOWSKI; NOWAKIEWICZ, 2020).

3.2 Caracteristicas dos dermatofitos 7. rubrum, M. canis e N. gypsea

N. gypsea (figura 1) € um fungo geofilico que pode ser transmitido por meio do
contato de humanos e animais com o solo. Apesar de ndo ser responsdvel por causar uma
grande quantidade de casos de micoses em humanos, merece uma aten¢do especial, pois € o
principal dermatoéfito geofilico responsdvel por infecdes, e caso tratado de forma errdnea e
banal, pode ser capaz de causar infeccOes graves na pele, além de ser responsdvel por gerar
casos de micoses por todo o mundo, como reacdes inflamatdrias por todo o corpo, as vezes
lesdes e vesiculas eritematosas (NEVES et al., 2018). No Brasil, ja foram feitas pesquisas
envolvendo amostras de diversos parques do municipio de Sao Paulo que identificaram a
presenca do N. gypsea, além de alguns casos de infeccdo, além de casos de infec¢do em

criancas na cidade de Porto Alegre (SOUZA et al., 2016; MARTINEZROSSI et al., 2017).



Figura 1: Imagem de microscopia 6tica de Nannizzia gypsea

Fonte: https://www.elsevier.com/pt-br

A Tinea capitis (TC) é uma das infeccdes zoofilicas encontrada com frequéncia no
Brasil, tendo como principal agente infeccioso o M. canis. Suas manifestagdes clinicas podem
se expressar por meio de inflamacdes ou tonsurantes, de forma que a tonsura seja
caracterizada por manchas de alopecia, em sua maioria circulares e de origem pustulosa
varidvel, e por causa do local onde os cabelos quebram préximo ao couro cabeludo, dando o
aspecto parecido com o da tonsura (PEIXOTO et al., 2019).

As complica¢des inflamatérias causadas pelo M. canis (figura 2) em humanos podem
ser explicada por conta da falta de adaptacdo do fungo ao humano, que de forma tedrica acaba
induzindo uma inflama¢do mais intensa do que as espécies antropofilicas (PEIXOTO et al.,
2019). Grande parte dos infectados pelo M. canis sdao criancas e adolescentes devido ao
contato com animais jd adoecidos, poeira contaminada, escovas ou roupas, ocorrendo

principalmente nos Estados Unidos e Brasil (SILVA et al., 2017).

Figura 2: Microsporum canis

L

Figuras (A) e (B) referentes ao relato de caso (Ref.1). Tingting Wang, M.B., B.5., Jia-Qi
Chen, M.D., Ph.D., Zhejiang University School of Medicine, Hangzhou, China.



Fonte: https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMicm2108047

O Trichophyton rubrum € um fungo que possui em sua morfologia hifas septadas
hialinas (figura 3), em sua maioria artrosporadas, possui um tempo de crescimento lento
quando comparado aos demais dermatoéfitos, levando em torno de 14 dias para alcancar seu
amadurecimento completo. Macroscopicamente tem aspecto aveludado e esbranquicado, além
de ter um tom avermelhado pirpura no reverso de sua colénia (CORDEIRO, et al.,2015). E
um fungo antropofilico reconhecido como o principal agente responsdvel por causar
dermatofitdses, principalmente lesdes de pele e unhas (PEIXOTO et al., 2019).

Alguns casos de infecgdo cronica ocasionadas por T. rubrum estdo sendo atribuidas a
falha terap€utica ocasionada fatores de resisténcia, como a producdo de biofilme, ji4 que
alguns dermatdfitos possuem a capacidade de produzi-lo (COSTA, et al., 2014).

Figura 3: Trichophyton rubrum em meio dgar Sabouraud glicose (Difco®).

Fonte: https://www.scielo.br/j/abd/a/kyB YkpXSnv4YWSxxLRpvhqz/?lang=en

3.3 Formas de tratamento farmacoterapéutico para as dermatofitoses

Como forma de tratamento, existem uma certa variedade de antifingicos capazes de
atuar no combate e no controle desses fungos, podendo ser de forma tépica ou sistémica.
Entre as vdrias op¢des farmacoterapéuticas as mais indicadas s@o os compostos azdlicos como
Imidazois, Itraconazol e Fluconazol, além de Terbinafina e Griseofulvina, com cada um tendo
suas caracteristicas e vantagens que podem divergir durante escolha do tratamento e com o

tipo de lesdo (KHURANA; SARDANA; CHOWDHARY, 2019).



Para que as drogas sist€émicas possam exercer uma ac¢ado elas precisam ter a capacidade
de atingir o extrato cérneo da pele, local onde os dermatéfitos encontram-se, 0 que torna essa
caracteristica de extrema importancia para um farmaco com essa aplicagdo (KHURANA;
SARDANA; CHOWDHARY, 2019).

Cada antiftingico terd um mecanismo de a¢do especifico, no entanto, a maioria ird
atuar no sistema de sintese do ergosterol, um dos principais componentes da membrana
fingica responsdvel por diversas funcdes, como tornar a membrana fluida, além de manter a
integridade. Tanto os compostos azdlicos (creme ou comprimido), quanto a Terbinafina
(creme ou comprimido) e Grizelfuvina (comprimido) atuam inibindo enzimas importantes no
processo de geracdo do ergosterol, como a C-14 desmetilase e a esqualeno epoxidase. Dos
farmacos mencionados, o Unico que ndo possui um mecanismo de acdo bem elucidado € a
Griseofulvina, que também € o mais recomendado para tratar tinea capitis, por mais que 0s
azois e a terbinafina sejam mais recomendados para as demais micoses (CAMPOY; ADRIO,
2017).

A tinea capitis possui um alto indice de recorréncia, o que pode torna-la cronica, além
de provocar prejuizos ao tratamento e possivelmente fornecer resisténcias as poucas

alternativas farmacoldgicas utilizadas nesses casos (KAUL; YADAV; DOGRA, 2017).

3.4 Biofilme e resisténcia aos antiftiingicos

Por mais que existe uma quantidade significativa de antifungicos para tratar as
dermatofitoses, o surgimento de mecanismos de resisténcia acaba dificultando o combate
agentes infecciosos e diminuindo as opcdes de tratamento. Mecanismos como o efluxo de
drogas, que € capaz de jogar o farmaco que se encontra dentro da célula fingica para fora
dela, modificacdo do alvo farmacoldgico, responsdvel por impedir que o fairmaco se conecte
ao alvo e exerca sua acdo, e a formacdo de biofilmes (figura 4), que fornecem propriedades
fisicas e metabdlicas que protegem o microrganismo do farmaco, ji sdo conhecidos
(KHURANA; SARDANA; CHOWDHARY, 2019).

Figura 4: Estdgios de formagao do biofilme de dermatéfitos




Fonte: https://www.newslab.com.br

Uma das principais razdes para os tratamentos de dermatofitoses durarem tempos € a
formacdo de biofilme, formado por um conjunto de células dematofiticas aglomeradas em
uma matriz de superficie bioldgica ou ndo bioldgica. Essa forma de adaptacdo e resisténcia
protege as células de ambientes estressantes, como o sistema de defesa do organismo em que
estdo abitando e medicamentos, e permitem que elas comuniquem-se trocando materiais
internos entre si, como proteinas e até mesmo material genético de resisténcia a ameacas (LIN
et al., 2019).

Devido ao crescente niimero de resisténcias fingicas aparentes nos ultimos anos e as
dificuldades proporcionadas por eles, a medicina atual acaba tendo que buscar novas
alternativas de combater esses sistemas de defesas para que ainda seja possivel combater as
infeccOes flngicas e proporcionar a cura para os pacientes. Dessa forma, mostra-se
necessdrios a buscas por novos agentes farmacoldgicos que fornecam alternativas para o
tratamento das dermatofitoses € que possam superar essas barreiras geradas pelo sistema de

defesa fungico (LIN et al., 2019).

3.5 Riparinas

Estudos realizados por Barbosa-filho e colaboradores (1990) com o isolamento e
modificagdes estruturais em riparinas, originadas da extracdo feita a partir da Aniba riparina
(Ness) Mez, mostraram que as moléculas naturais e as sintéticas possuem atividades
farmacoldgicas vidveis e agdes variadas, demonstrando um bom potencial. Ao realizar o
isolamento, foi obtido quatro modelos naturais de riparinas que tiveram a presenca de
potencial farmacoldgica, onde foi detectado a existéncia de atividade antimicrobiana.

A A. riparina (Nees) Mez € a espécie de planta responsdvel por fornecer as riparinas
isoladas, a qual localiza-se em sua maioria na zona Norte do Brasil, onde pode ser conhecida
pelos nomes populares de “louro”, “canela de barraco”, “louro-falso-aritu” e “louro-casca-
fina” além de alguns paises da América do Sul (ROSSI; YOSHIDA; MAIA, 1997). Esses
compostos sdo alcamidas originadas de O-metiltiramina e 4cidos benzoicos, raramente
encontrados em produtos naturais (BARBOSA-FILHO et al., 1990).

Foram realizadas sinteses com o intuito de modificar a estrutura da N-
benzoiltiraminas, onde foi obtido uma molécula capaz de sofrer substituicdes e fornecer

andlogos com atividades farmacoldgicas variadas (BARBOSA-FILHO, 1990). Com a



diversidade de compostos quimicos sintetizados, houve a obtencdo de compostos com
atividade antifingica e relaxante muscular, tendo possiveis candidatos a antidepressivos e
ansioliticos (CASTELO-BRANCO et al., 2000).

Com diversos estudos investigativos sobre a acdo das substincias sintetizadas e
naturais, onde além da atividade antimicrobiana e a de relaxante musculas, foram descobertas
outras atividades que essas substincias possuam como anti-inflamatdéria, antioxidante,
antinociceptiva, antiparasitdria, e outra at¢ mesmo com atividade antitumoral (SILVA et al.,
2015; SANTIAGO et al., 2015; MAFUD et al., 2018).

Dessa forma, ao observa o extenso potencial farmacoldgico dessas substancias, tanto
as isoladas quanto as sintéticas, mostra-se necessdrio continuar com a investigacdo das
possiveis atividades terapéuticas que esses compostos podem possuir, além de elucidar o
mecanismo de acdo e as relagdes entre estrutura e atividade relacionados a eles. Assim, €
possivel que seja investigado a ac@o desses compostos sobre os fungos dermatofiticos, ja que
ainda ndo existe nenhum estudo que relacione a atividade das riparinas naturais e sintéticas
contra os dermatoéfitos, com o intuito de buscar uma nova alternativa de tratamento para esse

tipo de micose.

4 METODOLOGIA

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica do Centro de Educagdo e
Saude (UFCG) que conta com estrutura disponivel suficiente para o desenvolvimento do
trabalho. Além deste, contamos com o apoio do Laboratério de Microbiologia do mesmo
centro. O trabalho ja foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e

do Conhecimento Tradicional Associado, sob o c6digo: AECBD36.



4.1 Drogas-teste

A riparina natural 1 e os homoélogos sintéticos Nor- (Nor-Riparin 1) e Dinor-riaprinas
(Dinor-Riparin 1) foram fornecidas pelo grupo de Produtos Naturais e Sintéticos da
Universidade Federal da Paraiba (Brasil) (Figura 5). Noés utilizamos terbinafina (Sigma-
Aldrich®) como antifingico convencional. As drogas-teste foram dissolvidas em
dimetilsulfé6xido (DMSO) e diluidas em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®) para obter a
concentragdo inicial de 1024 pg/mL. A concentragdo maxima de DMSO utilizada foi de
0,5%. A partir desta concentracgdo, sao feitas dilui¢des seriadas em meio RPMI 1640 para
alcangar concentracdes inferiores.

Figura 5: Riparinas naturais e homologos sintéticos

RIPARINA 1

IO
MeO

CisH17NO,

NOR- E DINOR-RIPARINAS
Nor-Riparin 1

(0]
o0
MeO

C1sHisNO;
Dinor-Riparina 1

"
o
MeO

C14H13NO,

4.2 Fungos

Utilizamos as seguintes linhagens flngicas para os ensaios de atividade antifingica :
T. rubrum ATCC 28188; T. rubrum LM 03, T. rubrum LM 06, T. rubrum LM 63, T. rubrum
LM 70, T. rubrum LM 176, M. canis ATCC 36295, M. canis LM 177 (Couro cabeludo), M.
canis LM 186 (Brago), M. canis LM 216 (Couro cabeludo), M. canis LM 232 (Pés) e M. canis
LM 665 (Cabeca), Nannizzia gypsea ATCC-24102, N. gypsea LM-5 (isolada de unha do pé),
N. gypsea LM 129 (isolada de pernas), N. gypsea LM-130 (isolada de pernas), N. gypsea LM-



184 (isolada de pés), N. gypsea LM-305 (isolada de pés), obtidas da cole¢do do Laboratério
de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal da
Paraiba (Brasil). As cepas fungicas foram cultivadas em 4gar batata glicose (Difco®) a 28°C
por até 7 dias. As recentes coldnias fungicas foram cobertas com solugdo salina estéril (NaCl
0,9 %) e agitadas levemente. 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 in6culo de aproximadamente 1 x 10® UFC/mL (SANTOS; BARROS; HAMDAN, 2006).
Posteriormente, cada indculo foi diluido em meio RPMI 1640 para obter a concentracao final

de 0,4 x 10* a 5 x 10* UFC/mL (CLSI, 2017).

4.3 Ensaio da atividade antifiingica das riparinas

4.3.1 Determinacao de Concentracao Inibitéoria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM das drogas-teste foi realizada pela técnica de microdiluicao
(CLSI, 2017). Em cada linha da placa, foram adicionados 100 pL das drogas-teste duplamente
concentradas e diluidas 1:2 de uma cavidade para a outra em RPMI 1640. Em cada cavidade
da placa, foram adicionados 100 uL do inéculo previamente preparado. Um controle negativo
(RPMI 1640 + incéculo) para que fosse confirmado a presenga e o crescimento do fungo no
meio, um controle com DMSO (DMSO + in6culo + RPMI 1640) foram realizados. As placas
foram seladas e incubadas a 28°C por até 7 dias para a realizacdo da leitura. A CIM € definida
como a menor concentragdo das drogas capaz de inibir visualmente o crescimento flingico

quando comparadas as cavidades do controle.

4.3.2 Determinaciao de Concentracao fungicida minima (CFM)

Ap6s a determinagdo da CIM, aliquotas de 10 pL. foram retirados de cada poco em
concentracdes maiores que a CIM e semeadas em placas de dgar Sabouraud glicose (Difco®).
As coldnias de fungos foram contadas apds incubagdo das placas a 28° por até 7 dias. Foi
determinada como CFM, a menor concentracdo de droga que resultou crescimento de menos
de trés coldnias (99,9% de morte) (DE QUADROS et al., 2011). A droga demonstrou agdo
fungicida quando a propor¢ao de CFM/CIM nido excedeu um valor de 4, enquanto que foi

considerada fungistdtica quando CFM/CIM for maior que 4 (HAZEN, 1998).

4.4 Atividade anti-biofilme da Riparina 1, Nor e Dinor 1

4.4.1 Formacao do biofilme de Dermatofitos



O ensaio de formacgdo de biofilme foi realizado em placas de poliestireno com 96
pocos baseadas no método descrito por Brilhante et al., (2018). Uma aliquota de 100 puL do
in6culo fingico (1 x 10° UEC/mL) foi adicionada nos pocos da placa e incubada 37 °C
durante 3 horas para pré-adesdo do biofilme. Apds lavagem com solugdo salina estéril para
retirar as células ndo-aderentes, aliquotas de 200 pL RPMI 1640 foram adicionadas. As placas
foram incubadas a 37°C sem agitacdo por 72 horas para a formac¢do do biofilme.

Ap6s incubagdo, o meio de cultura foi removido de cada pogo e as placas foram
lavadas com solugdo salina estéril. Apos a secagem, 100 uL de solucdo de cristal de violeta
(0,5% em etanol) foi adicionado a cada pogo e incubados por 20 min. As placas foram lavadas
com soluc¢do salina estéril duas vezes e os biofilmes foram descoloridos pela adi¢do de 100 uL
de etanol a 95%. Finalmente, a solucdo de cada poco foi lida a um comprimento de onda de
570 nm (COSTA-ORLANDI et al., 2014).

Com base nesses resultados, conseguimos classificar cada cepa em diferentes graus de
producdo de biofilme. O valor de corte da densidade 6ptica (DO) para o teste foi definido em
relacdo aos valores do controle negativo (sem biofilme, apenas RPMI 1640). O valor de corte
(DOc) foi definido como trés desvios padrdo acima da DO média 570 nm do controle
negativo. As cepas forram classificadas como nao produtoras (DO < DOc), fraca (DOc <DO
< 2 x DOc), moderada (2 x DOc <DO < 4 x DOc) e forte produtora de biofilme (4 x DOc
<DO) (CORDEIRO et al., 2015).

4.4.2 Efeitos sobre a formacao do biofilme in vitro

O experimento anterior foi realizado na presenga das drogas-teste. Apds o periodo de
pré-adesdo, 200 pL RPMI 1640 com as drogas-teste (CIM, 2xCIM, 4xCIM e 8xCIM) foram
dispensados nos pocos. O meio RPMI 1640 livre de formagdo de biofilme foi incluido como
um controle negativo. As placas foram incubadas a 37°C sem agitacdo por 72 horas. A
quantificacdo da biomassa do biofilme formado na presenca e auséncia de drogas foi avaliado
por cristal de cristal a 0,5% (ALI et al., 2016). A viabilidade do biofilme foi avaliada por
analise das UFC (CHEN et al., 2019). Apos a formacao do biofilme (72h), 100 puL de solugdo
salina estéril foram adicionados a cada poco, seguido por agitacdo vigorosa para suspender
completamente as células do biofilme. As suspensodes foram diluidas 1:10 em solu¢do salina
estéril e uma aliquota de 10 pL foi semeada na superficie de uma placa contendo agar

Sabouraud glicose. As placas foram incubadas a 28°C por 7 dias para andlise das UFC.

4.5 Fragmentos de unhas



As amostras de fragmentos de unhas dos pés saudaveis (sem infeccdo aparente) foram
coletadas de quatro homens adultos (idade minima 18 anos). O material coletado foi
desinfectado com etanol por 15 minutos, secos a 28°C e, por fim, esterilizado em autoclave (1
atm, 120°C, 15 min). O material esterilizado foi mantido em tubos vedados e utilizados nos
experimentos.

4.6 Efeitos sobre a formacao do biofilme ex vivo

Fragmentos de unhas (2 mm x 2 mm) serdo dispensados em pogos de placas de 96
pocos e cobertas com 50 uL do inoculo fingico a 28°C por 3 h. Em seguida, 50 uL das
drogas-teste (CIM, 2xCIM, 4xCIM e 8xCIM) serdo adicionados. Um controle sem adi¢do de
drogas e outro sem adi¢do de indculo e drogas serdo realizados. As placas foram incubadas a
28°C por 7 dias. O biofilme foi analisado por microscopia Optica para a visualizacdo do
biofilme sobre os fragmentos de unha. A andlise ocorrerd em 10 campos de microscopia por
cada lamina e as estruturas serdo registradas como fortes (+++), intermedidrio (++), baixo (+)
ou ausente (-) (Abdel-Aziz et al., 2020). Além disso, os biofilmes ex vivo serdo submetidos a
contagem de UFC. As suspensdes foram diluidas 1:10 em solu¢do salina estéril e uma
aliquota de 10 pL foi semeada na superficie de uma placa contendo agar Sabouraud glicose.
As placas serdo incubadas a 28°C por 7 dias para andlise das UFC (Chen et al., 2019).

4.7 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata. Os valores de CIM e CFM foram
expressos como moda e os resultados dos ensaios com biofilmes foram expressos em média +
DP (desvio padrdo). Realizamos andlise de variancia ANOVA para determinar as diferencgas
significativas (p < 0,05) entre os tratamentos e, quando significativos, foram submetidos ao
teste de Tukey. Usamos o intervalo de confianca de 95%. Todas as anélises estatisticas foram

realizadas usando o software R versao 4.1.0, na interface RStudio.

4.8 Comiteé de ética
O ensaio ex vivo, utilizando fragmentos de unhas humanas, ocorreu apds aprovagao
deste estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CCS/UFPB), com

numero de protocolo 0157/11.

S. Resultados
Tabela 1. Valores de MIC e MFC (pg/mL) da riparina 1 e seus homoélogos nor e dinor contra cepas de
dermatéfitos.

Fungos Fonte RIP1 NORI1

CIM, Concentragdo inibitéria minima; CFM, Concentragdo minima de fungicida; RIP1, Riparina 1; NOR1, nor-riparina 1; DINOR1, dinor-riparina 1; TRB, terbinafina. X, ndo determinado



CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFM;
Trichophyton -
256 8192 32 1024 1024 1
rubrum ATCC 28188
Trichophyton Couro
256 2048 8 64 64 1
rubrum LM 03 Cabeludo
Trichophyton
256 512 2 128 256 2
rubrum LM 06 Unhas
Trichophyton
512 8192 16 128 128 1
rubrum LM 63 Unhas
Trichophyton Couro
512 512 1 64 64 1
rubrum LM 70 cabeludo
Trichophyton
512 2048 4 64 64 1
rubrum LM 176 Térax
Microsporum >
512 8192 16 X X
canis ATCC 36295 - 1024
Microsporum Couro >
512 8192 16 X X
canis LM 177 Cabeludo 1024
Microsporum >
512 4096 8 X X
canis LM 186 Bracos 1024
Microsporum Couro >
128 1024 8 X X
canis LM 216 Cabeludo 1024
Microsporum >
1024 8192 8 X X
canis LM 232 Pés 1024
Microsporum Couro >
512 8192 16 X X
canis LM 665 Cabeludo 1024
Nannizzia - > >
X X X X
gypsea ATCC 24102 1024 1024
Nannizzia Unhas dos > >
X X X X
gypsea LM 5 pés 1024 1024
Nannizzia > >
X X X X
gypsea LM 129 Pernas 1024 1024
Nannizzia > >
X X X X
gypsea LM 130 Pernas 1024 1024
Nannizzia > >
X X X X
gypsea LM 184 Pés 1024 1024
Nannizzia > >
X X X X
gypsea LM 305 Pés 1024 1024




Na tabela 1 estdo os resultados da atividade antifiingica de RIP1, Nor e Dinor 1, além
da TRB que € a droga referéncia de escolha e a classificacdo da producdo de biofilme que
cada cepa foi capaz de gerar.

A quantificacdo da biomassa do biofilme in vitro na presenca e auséncia de drogas foi
expressa em valores de densidade 6ptica (DO) em 570 nm (Figura 6). Observa-se que RIP1,
NORI1 e TRB inibiram significativamente a formag¢ao de biofilmes por 7. rubrum LM03-e M.
canis LM216 (p < 0,05). A média de inibicao variou de 70-90% (RIP1) e 43 93% (NOR1) em
comparacdo com o controle. RIP1 e NOR1 mostraram efeitos semelhantes a TERB em MIC

(p > 0,05).
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Figura 6. Efeito da riparina 1 e do nor homélogo na producio de biofilme por dermatéfitos. Esses
resultados expressam a absorbancia da coloracdo de cristal violeta a 570 nm. Os resultados representam as
médias + DP de trés experimentos independentes. Diferenca significativa (p < 0,05) do controle de crescimento
livre de droga- (a). OD, Densidade ()ptica; MIC, Concentragdo inibitéria minima; RIPI, Riparina 1; NORI, nor-

riparina 1; TRB, terbinafina.

A viabilidade do biofilme in vitro foi analisada através da determinac¢do de UFC, na
qual RIP1, NOR1 e TRB diminuiram expressamente a viabilidade de 7. rubrum LM 3 (p <
0,05). Da mesma maneira, RIP 1 e TRB foram capaz de reduzir a viabilidade do biofilme
gerado pelo M. canis 3 (p < 0,05). De forma geral, a reducdo média da viabilidade varia de
71-92% (RIP1) e 51-95% (NOR1) em comparacdio com o controle. A RIPI demonstrou
efeitos semelhantes aos do TRB em concentracao equivalente a CIM (p > 0,05) para ambos os
estriados realizados. NOR1 apresentou resultados semelhantes ao TRB em concentracdes

equivalentes a 4xCIM e 149 8xCIM (p > 0,05) contra 7. rubrum LMO3 (figura 7).
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Figura 7. Efeito da riparina 1 e nor homologa na viabilidade de biofilmes in vitro de dermatdfitos pela
quantificagdo do niimero de unidades formadoras de colonias (UFC). Os resultados sdo as médias + DP de trés
experimentos independentes. Diferenca significativa (p < 0,05) do controle de crescimento livre de drogas (a) e
para terbinafina no respectivo valor CIM (b). CIM, Concentracdo inibitéria minima; RIP1, riparina 1; NORI,

nor-riparina 1; TRB, terbinafina.

A andlise do potencial inibitério minimo de RIP1 e NOR1 na produg¢ao de biofilme ex vivo de
duas formas: por meio da visualizacdo da estrutura sob microscopia de luz (tabela 2) e
quantificacdo do nimero de UFC (Figura 4). As imagens mostraram que o RIP1, em 4xCIM e
8xCIM, inibiu o crescimento de fungos nos fios de cabelo (Tabela 2). RIP1, NOR1 e TRB
reduziram significativamente a viabilidade do biofilme ex vivo de T. rubrum LMO3 (p < 0,05)



(Figura 4). RIP1 e TRB reduziram a viabilidade do biofilme de M. canis LM216 (p < 0,05).
Entretanto, RIP1 e NOR1 foram menos efetivos que TRB na CIM (p < 0,05). Em geral, a
redu¢do média da viabilidade variou de 37-2% (RIP1) e 51-66% (NORI1) em relagdo ao
controle.

Tabela 2 — Producio ex vivo de biofilme por dermatdfitos na auséncia (controle) e na presenca da RIP1 e do NOR1 homdlogo.

Drogas Trichophyton rubrum LM 03 Microsporum canis LM 216
Control +++ +++
RIP1 CIM + +
RIP1 2XCIM + +
RIP1 4XCIM - -
RIP1 8XCIM - -
NORI1 CIM + X
NOR1 2xCIM + X
NORI1 4xCIM - X
NOR1 8xCIM - X
TRB CIM + o
TRB 2xCIM + +
TRB 4xCIM - -
TRB 8xCIM - -

CIM, Concentragao Inibitéria Minima; RIP1, riparina 1; NOR1, nor-riparina 1; TRB, terbinafina. +++ forte; ++ intermedidrio;

+ baixo; - ausente. X, ndo determinado.
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Figura 8. Efeito da riparina 1 e seu homélogo nor sobre a viabilidade de biofilmes ex vivo de
dermatéfitos pela quantificagdo do nimero de unidades formadoras de colonias (UFC). Os resultados sdo
expressos como as médias + DP de trés experimentos independentes. Uma diferenca (p < 0,05) do controle de
crescimento livre de drogas (a) e da terbinafina no respectivo valor de CIM (b). CIM, concentragdo inibitdria

minima de; RIP1, riparina 1; NORI1, nor-riparina 1; TRB, terbinafina.



6. Discussao

Os compostos RIP1, NOR1 e DINOR1 demonstraram perfis distintos de atividade
antifungica e antibiofilme contra as cepas de dermatoéfitos avaliadas neste estudo. Os
resultados permitem a avaliar como a estrutura quimica pode afetar a acdo farmacolédgica das
drogas na formacdo do biofilme usando modelos in vitro (placas de poliestireno) e ex vivo
(fragmentos de fios de cabelo).

Tanto 7. rubrum, quanto M. canis demonstraram sensibilidade em quando em contato
com a Ripl, riparina essa que demonstrou um resultado mais expressivo em relagdo a Nor e
Dinorl. T. rubrum apresentou maior sensibilidade a Ripl e Nol, principalmente, ou seja, as
riparinas apresentaram efeitos em menores concentracdes nesse dermatofito do que nos
demais Ambas as riparinas ndo demonstraram efetividade quando utilizadas nas cepas do
dermatdfito N. gypsea na concetracao utilizada, o que significa que esse dermatéfito € menos
sensivel as riparinas do que os demais.

O uso da homologacdo como uma estratégia de alteracdo molecular para o
desenvolvimento de drogas representa uma das abordagens distintas para otimizar as relacdes
estrutura-atividade. Assim pode-se deduzir que os homoélogos do tipo riparina benzamidas
RIP1, NORI e DINORI1 podem ser protétipos promissores de drogas antifiingicas contra
dermatofitos produtores de biofilme diante dos resultados obtidos. Esses resultados nos
permitiram deduzir tendéncias gerais de estrutura-atividade nestas séries homdlogas.
Primeiro, a cadeia alquila espagadora (RIP1 e NOR1) entre os anéis arométicos estd associada
a atividade antibiofilme (Figuras 2 e 3) ja que ao realizar a alteragdo da estrutura molecular
acabou influenciando na atividade da droga. Em segundo lugar, o espacador alquil
comprimento da cadeia no homélogo RIP1 e NORI modulou a atividade antifiingica e
espectro de acdo (tabela 1). Por fim, a remo¢do completa da cadeia alquila, conforme
observado em DINORI, ndo resultou em resultado positivo para a atividade antifiingica
(tabela 1).

O comprimento da cadeia alquila pode induzir alteracdes conformacionais e variar a
lipofilicidade nesta série homodloga. Portanto, a maior distancia (dois grupos metileno) entre
as por¢oes p-metoxifenil e fenilamida nesta série RIP1) apresentou o espectro de acdo mais
extenso. A ultima observacdo pode estar relacionada a maior lipofilicidade e maior liberdade
de conformac¢do em RIP1, que poderia mediar diferentes mecanismos de acdo contra os

fungos aqui examinados. Em vez disso, quando a distincia entre os anéis arométicos para um



grupo metileno foi encurtada (NOR1), encontramos uma maior seletividade de ag@o contra 7.
rubrum (tabela 1). Esse achado pode estar relacionado a constricdo estérica mais alta ou a
perda de lipofilicidade em NOR1 em comparacdo com RIP1. Essas diferencas podem ser
cruciais na modulagao do espectro de acao da atividade do antibiofilme.

Uma recente revisdo sistemdtica mostrou que a maioria dos estudos investigando a
atividade do antibiofilme em dermatéfitos envolvia drogas convencionais. Nesses estudos, as
concentracgoes efetivas das drogas contra biofilmes de dermatéfitos foram superiores a CIM
(células planctonicas). Os biofilmes sdo consideravelmente mais resistentes as drogas
convencionais e requerem concentracdes efetivas mais altas.

A eficacia dos antifingicos contra dermatéfitos depende de vdrios fatores, incluindo a
capacidade de superar fendmenos de resisténcia fungica, como biofilmes. Quando os fungos
sdo convertidos de planctonicos em biofilmes, as alteracOes fenotipicas aumentam a
viruléncia, a cooperacdo metabdlica e a regulacido da expressdo génica, levando ao aumento
da resisténcia a agentes antifingicos e a evasdao do sistema imunoldgico. Além disso, a
presenca da matriz extracelular limita a eficécia dos antifingicos, pois representa uma barreira
fisica, além de apresentar mecanismos de sequestro especificos. Uma alternativa que pode ser
pensada como forma farmacéutica para aplica a terapia medicamentosa seria em forma de
pomada/creme que proporcionaria uma aplicacdo mais local e ndo teria que submeter o
paciente a um tratamento de forma sistémica.

Existem estudos limitados in vitro e ex vivo com dermatdéfitos visando a busca de
novos antifiingicos. Esses fatos justificam novos estudos para a descoberta de novas drogas,
mais especificas € menos toxicas. Para isso, focar em estratégias para eliminar ou inibir
biofilmes de dermatéfitos representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de
novos agentes antifiingicos.

Dados prévios sobre antifingico e antibiofilme de RIP1 e seus homologos sdo raros na
literatura. Recentemente, um estudo mostrou que RIP1 tem baixa citotoxicidade, mas nao
mostrou atividade antimicrobiana e antibiofilme contra Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa. Além disso, o RIP1
mostrou atividade antifungica contra Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum
por ensaio bioautogréfico direto in vitro.

A falta de informacdes na literatura sobre a atividade antiftingica e antibiofilme do
RIP1 e seus homdlogos nos leva a pensar que novos estudos podem complementar nossa
proposta do. Com base nos pressupostos encontrados em nossa pesquisa, 0s mecanismos

envolvidos na agdo inibitéria de biofilmes e modelos farmacolégicos que garantem a



seguranca e eficicia de RIP1 e NORI sdo uma grande promessa para a aplicacdo clinica das
drogas. Nesse contexto limitado, nossos resultados mostram uma nova perspectiva sobre o
potencial antidermatéfito de novas drogas porque RIP1 e NORI nunca foram avaliados para
esse propdsito. Em conclusdo, apresentamos duas novas drogas com excelente acdo

antibiofilme contra dermatofitos.



7. Conclusao

Por meio das andlises e experimentos realizados com os dernatéfitos 7. rubrum, M.
canis e N. gypsea e as riparinas RIP1, NOR E DINORI foi possivel determinar qual
apresentou efeito e a que se demonstrou mais efetiva em relagdo ao fungo e o biofilme por ele
produzido. Apenas a RIP1 e NORI1 apresentaram resultados promissores, tanto para atividade
antifiingica quanto para efeito antibiofilme.

A RIPI de uma forma geral, foi a que demonstrou um maior espectro, pois apresentou
efeito antifingica promissora contra o 7. rubrum e M. canis, tendo como influéncia a sua
estrutura quimica. Em contrapartida, a NOR1 apresentou uma maior seletividade, pois com os
resultados de CIM e CFM, pode ser observado que a concentracdo de ambos estd menor para
o dermatéfito 7. rubrum, o que nés faz deduzir que ao encurtar a cadeia carbdnica entre os
anéis a acaba ocorrendo uma maior seletividade.

Com os resultados obtidos, € possivel observar que as riparinas mostraram-se
promissoras ao serem testadas contra o biofilme gerado pelos dermatofitos, o que se torna
necessdario uma investigacdo mais aprofundada para que mais duvidas sejam sanadas e
esclarecidas. Assim, as riparinas acabam sendo alternativas vidveis na terapia contra
dermatdfitos formadores de biofilme.

ApOs todas as pesquisas realizadas, € possivel sanar vdrias didvidas em relagdo a
atividade das riparinas e suas andlogas sintéticas, podendo confirmar suas atividades
dermatdfitos e demonstrar que elas possuem capacidade de serem mais desenvolvidas e
estudadas para que possam ser utilizadas como uma nova alternativa terapéutica contra as
dermatofitoses, pois quanto mais o tempo passa novas formas de resisténcias sao
desenvolvidas pelos microrganismos, o que como consequéncia acaba exigindo que novas

alternativas terapé€uticas.
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