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RESUMO

As dermatofitoses sdo infecgcdes fungicas, com invasdo e propagacao dos
dermatéfitos em estruturas queratinizadas. Embora existam diversos medicamentos
disponiveis no mercado para o tratamento dessas condi¢des, a resisténcia aos
antifngicos convencionais vem aumentando e causando falhas terapéuticas.
Atualmente a capacidade dos dermatéfitos de produzir biofiimes é considerada um
dos mais importantes fatores envolvidos nesses processos de falhas no tratamento,
pois os biofilmes prejudicam a permeac¢ao dos medicamentos nos tecidos infectados.
Dessa forma, a pesquisa para encontrar novos agentes antifungicos com potencial
antibiofiime é crucial. Nesse sentido, as riparinas, uma classe de alcaloides que
contém um grupo amida, isoladas dos frutos verdes de Aniba riparia, sao fitoquimicos
promissores. Neste estudo, avaliamos a atividade antifungica e antibiofilme da riparina
3 (RIP3) e seu homoblogo sintético Nor- (NOR3) contra dermatoéfitos clinicamente
relevantes Trichophyton rubrum, Microsporum canis e Nannizzia gypsea. Utilizamos o
ciclopirox (CPX) como controle positivo. Os efeitos da RIP3 e NOR3 no crescimento
fungico foram avaliados pela técnica de microdiluicdo. A quantificacdo da biomassa
de biofilme in vitro foi realizada por cristal de violeta a 0,5%, € a viabilidade do biofilme
foi avaliada quantificando o niumero de UFC. O modelo ex vivo foi realizado em
fragmentos de unhas humanas, que foram avaliados por visualizacdo sob microscopia
de luz e pela quantificagdo do numero de UFC (viabilidade). Por fim, foi avaliado se
as drogas-teste inibem a secrecdo de sulfito com as cepas que cresceram em meio
M9 com L-cisteina, baseado na oxidacao do sulfito a sulfato e na medicdo do sinal
estavel em 570 nm. Os resultados mostraram que RIP3 é um fungicida, inibindo o
crescimento de T. rubrum e M. canis a partir de 128 mg/L e N. gypsea a partir de 256
mg/L. Contrariamente, NOR3 ndo apresentou atividade antifingica contra os
dermatdéfitos testados (CIM > 1024 mg/L). Quanto a atividade antibiofilme, RIP3 inibiu
a formacgao e a viabilidade do biofilme in vitro e ex vivo em relagdo ao controle (p
<0,05). Alem disso, RIP3 inibiu significativamente a secrecdo de sulfito e foi mais
potente do que o CPX. Em concluséo, os resultados indicam que RIP3 é um agente
antifungico promissor contra biofilmes de dermatdfitos e esta agéo parece envolver a
inibicdo da secregao de sulfito.

Palavras-chave: riparina 3; antifungico; biofilme; dermatofitose; sulfito.



ABSTRACT

Dermatophytoses are fungal infections involving the invasion and propagation of
dermatophytes in keratinized structures. Despite the numerous medications available
in the market for treating these conditions, resistance to conventional antifungals has
been on the rise, leading to therapeutic failures. Currently, the ability of dermatophytes
to produce biofilms is considered one of the most important factors involved in
treatment failures, as these biofilms hinder the penetration of drugs into infected
tissues. Therefore, research aimed at finding new antifungal agents with potential anti-
biofilm properties is crucial. In this regard, riparins, a class of alkaloids containing an
amide group, isolated from the green fruits of Aniba riparia, are promising
phytochemicals. In this study, we assessed the antifungal and anti-biofilm activity of
riparin 3 (RIP3) and its synthetic counterpart Nor-(NOR3) against clinically relevant
dermatophytes Trichophyton rubrum, Microsporum canis, and Nannizzia gypsea.
Cyclopirox (CPX) was used as the positive control. The effects of RIP3 and NORS3 on
fungal growth were evaluated using the microdilution technique. The quantification of
in vitro biofilm biomass was carried out using 0.5% crystal violet, and biofilm viability
was assessed by quantifying the number of colony-forming units (CFUs). The ex vivo
model was performed on human nail fragments, which were evaluated through light
microscopy and quantification of CFUs (viability). Finally, it was determined whether
the test drugs inhibited the sulfite secretion by strains grown in M9 medium with L-
cysteine, based on sulfite oxidation to sulfate and measurement of stable signal at 570
nm. The results showed that RIP3 is a fungicide, inhibiting the growth of T. rubrum and
M. canis from 128 mg/L and N. gypsea from 256 mg/L onwards. Conversely, NOR3
showed no antifungal activity against the tested dermatophytes (MIC > 1024 mg/L).
Regarding anti-biofilm activity, RIP3 inhibited the in vitro and ex vivo biofilm formation
and viability compared to the control (p <0.05). Furthermore, RIP3 significantly
inhibited sulfite secretion and was more potent than CPX. In conclusion, the results
indicate that RIP3 is a promising antifungal agent against dermatophyte biofilms, and
this action appears to involve the inhibition of sulfite secretion.

Key words: riparin 3; antifungal; biofilm; dermatophytosis; sulfite.
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1 INTRODUCAO

As dermatofitoses (tineas) sao infeccdes fungicas, com invasao e propagacao
dos dermatoéfitos em estruturas queratinizadas. As tineas estao entre as causas mais
comuns de doencas de pele no mundo, e a prevaléncia real provavelmente esta
subestimada. Especificamente no Brasil, a tinea unguium (infeccdo nas unhas) é a
dermatofitose mais frequente. Trichophyton rubrum, Microsporum canis e Nannizzia
gypsea tornaram-se as principais espécies (Pereira et al., 2021). Embora a
dermatofitose seja geralmente restrita a superficie do tecido cutaneo, os fungos
podem ser invasivos e causar uma infeccao profunda e disseminada em pacientes
imunodeprimidos (Rouzaud; Lanternier; Puel, 2017).

Para contornar essa situacdo, as opgdes terapéuticas disponiveis para o
tratamento das dermatofitoses compde uma variedade de antifungicos orais e/ou
topicos. Terbinafina e itraconazol oral correspondem ao tratamento de escolha e
possuem tempos de tratamento mais curtos e melhores taxas de cura. Entretanto,
esses antifungicos apresentam riscos, como interacées medicamentosas e toxicidade.
(Kreijkamp-Kaspers et al., 2017). Algumas opgbes de antifungicos topicos foram
desenvolvidas nos ultimos anos com diferentes posologias e variagdes nas
formulagbes farmacéuticas. Ciclopirox (CPX) é uma das principais drogas tdpicas
eficazes, assim, optou-se por ele como antifingico padrdao neste estudo. O
mecanismo antifungico do CPX envolve a interrup¢cao do metabolismo fungico pela
inibicdo de enzimas dependentes de ferro (Gupta; Foley; Versteeg, 2017; Costa et al.,
2022).

Mesmo com essas opgdes de tratamento, a resisténcia aos antifungicos vem
aumentando e causando falhas terapéuticas. Os dermatofitos produzem fatores de
viruléncia, como adesinas fungicas, enzimas liticas, bombas de sulfito e promovem
adaptacbes metabdlicas relevantes (Rodriguez; Vélez; Castro, 2012; Martinez-Rossi;
Peres; Rossi, 2017), bem como produzem biofilmes, atualmente considerados um dos
mais importantes fatores envolvidos em resisténcia as drogas convencionais
(Brilhante et al, 2017). Células fungicas em biofilmes produzem uma matriz
extracelular, que atua como barreira fisica, reduzindo a concentragéo efetiva de

drogas para as células dentro do biofilme (Pereira, 2021).
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Diante desse contexto, as pesquisas que buscam novos farmacos para o
tratamento das dermatofitoses devem considerar a acao contra os biofilmes. Além
disso, novos antifungicos que atuem em fatores de viruléncia relevantes para a
formacéao de biofilmes, como a liberagao de sulfito, podem contribuir para o controle
do estabelecimento e agravamento da infeccdo. As riparinas estao entre os
fitoquimicos mais extensivamente estudados como compostos lideres para o
desenvolvimento de novas drogas. Riparina 3 (RIP 3) é um alcaloide do tipo alcamida
estruturalmente relacionado com benzamida que foi inicialmente isolada dos frutos de
Aniba riparia (Nees) Mez. Seu homoélogo sintético Nor-Riparina 3 (NOR3) é
quimicamente semelhante, porém com um menor raio atémico, devido a remogao de
um atomo de carbono da molécula (Barbosa Filho et al., 1987; Barbosa Filho; Silva;
Bhattacharyya, 1990).

Ha uma tendéncia em explorar todo o potencial biolégico dos fitoquimicos.
Nesse sentido, varias atividades farmacolégicas foram descritas para RIP3, como
potencial ansiolitico (Melo et al., 2006; Santos et al., 2020), antidepressivo
(Vasconcelos et al., 2015) e atividade antibacteriana (Catao et al., 2005; Oliveira
Junior et al., 2020). Embora a maioria deles direcione o sistema nervoso, é relevante
encontrar novos alvos farmacoldgicos. No entanto, até onde se sabe, nao ha relato de
estudos biolégicos da RIP3 e NORS contra dermatéfitos. Por esta razéo, focamos na
atividade antifungica e potencial antibiofiime dessas drogas contra os dermatdéfitos
clinicamente relevantes (T. rubrum, M. canis e N. gypsea). Além disso, a inibicdo da
secrecdo de sulfito foi hipotetizada como um provavel mecanismo de atividade

antibiofilme.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial antifungico e antibiofilme da riparina 3 e seu homdlogo
sintético Nor- contra cepas de Trichophyton rubrum, Microsporum canis e Nannizzia

gypsea.

2.2 Objetivos especificos
e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracao
Fungicida Minima (CFM) das drogas-teste;
e Avaliar o efeito das drogas-teste contra biofilmes in vitro e ex vivo das cepas
ensaiadas;
e Investigar a ac&o das drogas-teste na inibigdo da secregéo de sulfito.
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3 FUNDAMENTA(;AO TEORICA
3.1 Dermatofitose e dermatofitos

As dermatofitoses compreendem infeccdes fungicas, que acometem os tecidos
queratinizados como unhas, couro cabeludo, extrato cérneo da pele, dentre outros
produtos da epiderme e derme. Tal afinidade as estruturas queratinizadas esta
relacionada com o fato dos seus agentes etioldgicos, denominados dermatéfitos,
degradarem e utilizarem como fonte de energia a queratina, por meio de queratinases
e outras enzimas (Gnat et al., 2019).

Clinicamente, as dermatofitoses sdo classificadas utilizando a denominacgao
latina “tinea” seguida do local da lesao (também em latim), por exemplo: tinea unguium
(infeccdo na unha). As lesdes originadas geralmente encontram-se em niveis
superficiais e sdo arredondadas, eritematosas e pruriginosas (Figura 1). No entanto,
em casos de pacientes com deficiéncia autossémica recessiva de CARDS9,
imunodeficiéncia do HIV ou mesmo pacientes imunocompetentes, os dermatofitos
podem invadir tecidos mais profundos causando infeccdo grave e disseminada
(Rouzaud; Lanternier; Puel, 2017).

Embora as dermatofitoses raramente estejam associadas a mortalidade, elas
reduzem significativamente a qualidade de vida dos hospedeiros, pois além do
desconforto fisico e coceira; consequéncias psicossociais, como vergonha,
diminuigdo da autoestima, ansiedade e até depressdo, sdo comuns nos pacientes
(Narang et al., 2019). Ademais, as dermatofitoses predispde infecgcbes secundarias,
uma vez que comprometem a primeira barreira imunoldgica do organismo, a barreira

cutéanea (Rouzaud; Lanternier; Puel, 2017).
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Figura 1 - Apresentagées clinicas das dermatofitoses.
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A- Tinea capitis; B- Tinea cruris; C, D e F- Tinea corporis; E- Tinea faciei; G e H- Tinea
unguium

Fonte: Chanyachailert; Leeyaphan; Bunyaratavej, 2023

Além do local afetado e do estado imunologico do hospedeiro, sua ampla
variedade de apresentagdes clinicas ainda depende da espécie de dermatéfito
envolvida. Esses fungos podem ser encontrados em varios habitats de acordo com a
preferéncia da origem da queratina consumida, sendo classificados em antropofilicos
(fonte humana), zoofilicos (fonte animal) e geofilicos (fonte no solo). Esse segundo e
terceiro grupo, também séo patégenos ocasionais de humanos (Gnat et al., 2019;
Chanyachailert; Leeyaphan; Bunyaratavej, 2023).

Os dermatofitos sdo fungos filamentosos, hialinos e septados (Chanyachailert;
Leeyaphan; Bunyaratavej, 2023). Classicamente, foram reconhecidos e agrupados

em apenas 3 géneros: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Todavia, a
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recente analise filogenética multilocus esclareceu a taxonomia desses fungos, onde 7
clados principais foram identificados e incluidos como géneros, dentre eles
Arthroderma, Lophophyton, Paraphyton e Nannizzia. Paralelamente, algumas
espécies foram realocadas, a exemplo do Microsporum gypseum, que atualmente é
denominado Nannizzia gypsea (De Hoog et al., 2017).

Diversos estudos epidemiolégicos enfatizam as dermatofitoses como um
problema de saude publica, principalmente em regides tropicais e subtropicais, como
o Brasil, onde persiste o clima quente e mido, que é favoravel para o crescimento e
disseminacao dos dermatoéfitos. Particularmente na populacdo brasileira, um recente
estudo epidemiolégico estimou prevaléncia em 25% de dermatofitoses, sendo
Trichophyton rubrum, Microsporum canis e N. gypsea as principais espécies e finea
unguium como apresentacgao clinica mais frequente (Pereira et al., 2021).

T. rubrum é um dermatoéfito antropofilico reconhecido como o principal agente
responsavel por causar dermatofitose. Sua transmissdo é exclusivamente inter-
humana ou por fémites contaminados. Em relacdo a sua morfologia,
microscopicamente apresentam uma grande quantidade de microconidios, regulares
e piriformes, associados a poucos macroconidios na forma de clavas alongadas.
Macroscopicamente, possuem aspecto aveludado e esbranquicados, além de ter um
tom avermelhado purpura no reverso de sua col6nia (Sidrim; Rocha, 2010).

M. canis é o dermatdfito zoofilico mais frequentemente encontrado entre as
infeccbes em humanos, sendo as criancas e adolescentes os principais infectados,
provavelmente devido a uma maior interagdo com animais anteriormente adoecidos.
Em razéo da falta de adaptacao do fungo ao humano, quando em contato, produzem
uma inflamagao mais intensa do que as espécies antropofilicas. Morfologicamente, a
microscopia oOptica revela abundantes macroconidios fusiformes e parede espessa,
enquanto seus microconidios podem ser sésseis ou pedunculados.
Macroscopicamente suas colénias apresenta-se algodonosas, pulverulentas ou ainda
produzir pigmentos amarelo-limdo no reverso (Sidrim; Rocha, 2010; Andrade Junior
et al., 2020).

N. gypsea é um dermatofito geofilico de distribuicdo mundial, considerada a
espécie mais comum do grupo geofilico entre as infecgdes em humanos, cuja
transmissao ocorre através do contato com o solo ou a partir de animais infectados,

causando quadros clinicos agudos com sintomas fortemente expressos de resposta
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inflamatéria semelhante as espécies zoofilicas. Frequentemente, as criancas sdo os
hospedeiros-alvo. Em relagdo a sua morfologia, microscopicamente apresentam
macroconidios alongados de parede delgada, enquanto que macroscopicamente

disp6e de colbnias pulverulentas (Sidrim, Rocha; 2010; Dolenc-Volj¢; Gasparic, 2017).

3.2 Tratamento farmacoloégico da dermatofitose

Atualmente existe uma variedade consideravel de opcgdes terapéuticas
ofertadas para o tratamento das dermatofitoses, seja de uso oral, seja de uso tdpico,
bem como associando-se essas 2 vias de administracao (terapia combinada). Apesar
disso, € comum que o0s pacientes negligenciem e abandonem o tratamento, pois
geralmente é longo e estd associado a efeitos adversos (Gnat; Lagowski;
Nowakiewicz, 2020).

Alguns agentes antifungicos sistémicos se destacam na utilizac¢ao clinica, entre
0S quais pode-se citar os azois (itraconazol, fluconazol, cetoconazol) griseofulvina e
terbinafina. Eles possuem tempos de tratamento mais curtos e melhores taxas de
cura, mas apresentam riscos mais significativos, como complicacbes hepaticas e
gastrointestinais, além de interagbes com outras drogas. Dessa forma, para a
utilizacdo desses medicamentos é importante um monitoramento mais préximo
(Kreijkamp-Kaspers et al., 2017).

No que diz respeito a0 mecanismo de agcdo desses farmacos, os azois e a
terbinafina atuam na biossintese do ergosterol, 0 componente majoritario e essencial
das membranas celulares dos fungos. Para isso, a terbinafina inibe a enzima

esqualeno epoxidase, enquanto os azois inibem a enzima esterol 14 a-desmetilase,
ambos levando a deplecdo do ergosterol e acumulo de esterdis 14-metilados e
esqualeno, afetando assim a organizacdo da membrana e resultando em morte
fungica. A griseofulvina, por sua vez, possui a¢cao no processo de divisdo celular,
interferindo na formagao de microtubulos, prejudicando o fuso mitético e o crescimento
fungico, como pode ser observado na figura 2 (Gnat; Lagowski; Nowakiewicz, 2020).

Algumas op¢des de antifungicos topicos foram desenvolvidas nos ultimos anos
com diferentes posologias e variagées nas formulacdes farmacéuticas (Costa et al.,
2022). A terapia topica é comumente recomendada devido a sua eficacia e seguranga,
bem como ao menor risco em comparacdo aos medicamentos sistémicos.

Efinaconazol, tavaborol e ciclopirox (CPX) sdo as principais drogas tdpicas eficazes.
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O mecanismo antifungico do CPX envolve a interrupcao do metabolismo fungico,
inibindo enzimas dependentes de ferro e aumentando a permeabilidade da
membrana. Além disso, pesquisas recentes sobre seu mecanismo de acao mostraram
que o CPX aumenta a producao de espécies reativas de oxigénio e peroxinitrito,
resultando em peroxidacéo lipidica e subsequente diminuicao do teor de ergosterol.
Coletivamente, esses mecanismos provocam uma reducao na viabilidade fangica,
como pode ser observado na figura 2 (Gupta; Foley; Versteeg, 2017; Carmo et al.,
2022).

Figura 2 - Antifingicos atualmente utilizados no tratamento das dermatofitoses e seus alvos
celulares.
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Fonte: Gnat; Lagowski; Nowakiewicz, 2020

3.3 Resisténcia aos antifungicos e fatores de viruléncia

A resisténcia na pratica clinica, definida como persisténcia da infecgdo ou
sintomas mesmo com a utilizagdo de antifungicos, vem aumentando e causando
falhas na eliminacdo dos patdégenos. Em geral, os mecanismos desenvolvidos por
esses micro-organismos, baseiam-se em trés principais processos: (1) reducdo do
acumulo do farmaco dentro da célula fungica, (2) alteragdes no alvo das drogas, e (3)
indugéo de vias celulares de resposta ao estresse (Lee; Robbins; Cowen, 2023).

Particularmente, os dermatéfitos provocam a superexpressdo de bombas de
efluxo nas membranas celulares, como os transportadores ABC, que promovem a

expulsao e reducdo do acumulo do farmaco no meio intracelular. Também, se tem
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bem elucidado na literatura a ocorréncia de mutacées no gene que codifica a
esqualeno epoxidase, o alvo molecular da terbinafina, acarretando em mudancas
estruturais nessa enzima, assim diminuindo a afinidade da droga pelo seu alvo. Além
disso, os dermatofitos promovem adaptacoes ao estresse por meio da secrecao de
proteinas, estabilizando a célula fungica na presenca do medicamento (Khurana;
Sardana; Chowdhary, 2019).

Diante desse cenario de resisténcia, € crucial compreender afundo a
patogénese fungica para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e
drogas antifungicas. Uma série de fatores de viruléncia tém sido descritos na
patogénese da dermatofitose. Os fatores de viruléncia sdo as habilidades com que os
dermatéfitos chegam a causar invasao, infeccao, modulagao da resposta imune a seu
favor e dificuldade em trata-los. De modo geral, esses fatores incluem adeséo, invasao
e crescimento (Rodriguez; Vélez; Castro, 2012; Martinez-Rossi; Peres; Rossi, 2017).

Primeiramente, ocorre a adesao por meio de moléculas de superficie expressas
na parede celular fungica, as adesinas, que permitem uma rapida fixacao ao tecido do
hospedeiro, impedindo a eliminacdo do patégeno pelos mecanismos de defesa do
hospedeiro; entdo a germinacao ocorre duas a trés horas ap6s a adesédo. Isso é
seguido pela penetracdo das hifas para evitar que elas sejam eliminadas com o
epitélio. Uma vez instalados, os dermatofitos promovem alteragées metabdlicas para
utilizagdo de nutrientes do tecido hospedeiro por meio de enzimas como permeases
e enzimas da parede celular, bem como outras enzimas liticas como nucleases,
lipases, proteases nao especificas e queratinases (Rodriguez; Vélez; Castro, 2012;
Martinez-Rossi; Peres; Rossi, 2017).

Além disso, os dermatéfitos possuem uma bomba de sulfito, um importante
fator de viruléncia responsavel pela sulfitolise, processo pelo qual as pontes dissulfeto
da queratina sao dissociadas, facilitando a digestdo por outras endo e exopeptidases,
a exemplo das queratinases. As pontes dissulfeto sdo responsaveis por tornar a
queratina dura e dificil de quebrar; o sulfito secretado pelos dermatoéfitos reduz essas

pontes e as dissocia diretamente (Rodriguez; Vélez; Castro, 2012).

3.3.1 Biofilmes

Recentemente, tem sido observado um aspecto notavel das dermatofitoses
relacionado a capacidade dos seus agentes etiolégicos em desenvolver biofilmes.
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Burkhart et al. no ano de 2002, introduziram a ideia dos biofilmes dermatofiticos,
descrevendo um dermatofitoma. Desde entdo, diversos estudos surgiram com o
interesse de estudar e entender melhor a capacidade dos dermatéfitos de formar
biofilmes, tanto em modelos in vitro como em ex vivo (Brilhante et al., 2017; Pereira,
2021).

Os biofilmes sao definidos como uma comunidade de células envolvidas em
uma matriz exopolimérica autoproduzida, dessa forma sendo uma estrutura mais
complexa e organizada quando comparada as células planctbnicas. A matriz
extracelular é geralmente constituida de substancias poliméricas, como
polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipidios, que se acumulam conforme o
biofilme amadurece (Markantonatou; Samaras; Vyzantiadis, 2023; Pereira, 2021).

Essa estrutura contribui para protegcdo contra fatores externos, escape do
sistema imune e cooperagdo entre as células, além do fendtipo de tolerancia
aumentada aos antifungicos, em comparacao as formas plancténicas. De fato, as
concentragbes efetivas inibindo ou erradicando os biofilmes de dermatéfitos
normalmente sdo maiores do que as concentracdes inibitérias minimas encontradas
em ensaios nas condi¢cdes planctonicas para as mesmas cepas fungicas (Pereira,
2021).

A formacao e o desenvolvimento do biofilme fungico é um processo de multiplos
estagios que comega com a adesao microbiana a um substrato adequado, que pode
ser uma superficie mucosa ou abidtica. Em seguida, ocorre a proliferacéo de células
fungicas sobre tal superficie e indugdo da formacdo de estruturas hifais, com
subsequente producdo de uma matriz extracelular, que finaliza com a disseminacao
das células microbianas (Figura 2) (Oliveira; Cardoso, 2018; Markantonatou;

Samaras; Vyzantiadis, 2023).
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Figura 3 - Representacao ilustrativa das etapas de desenvolvimento do biofiime.
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Fonte: Oliveira; Cardoso, 2018.

Atualmente a capacidade de formagéao de biofilmes de dermatéfitos é entendida
como um importante fator de viruléncia fungica que pode explicar diversos aspectos
clinicos da doenca como cronicidade, recorréncia, resisténcia e maior tolerancia as
drogas convencionais (Brilhante et al., 2017). Diante desse cenario, tem-se estimulado
pesquisas na expectativa de encontrar novos produtos alternativos para contornar os

problemas supracitados.

3.4 Riparina 3

As plantas sao consideradas fontes promissoras de substancias de interesse
farmacolégico, pois tém a capacidade de sintetizar uma ampla gama de compostos
bioativos a partir do seu metabolismo secundéario. Essa sinergia entre ciéncia e
natureza, tem impulsionado as pesquisas farmacolégicas em produtos naturais que
exibem diversas atividades biolégicas de interesse médico (Noor et al., 2022).

Nesse contexto, insere-se a espécie Aniba riparia (Nees) Mez, uma arvore da
familia Lauraceae, tipica da regido amazénica, identificada pela primeira vez por Mez
em 1889. Do ponto de vista fitoquimico, seus frutos verdes contém varios constituintes
pertencentes a classe dos lignoides, terpenoides, assim como benzoatos de benzila,
benzaldeidos e pironas (Barbosa Filho et al., 1987).

Além dessas substéancias, do fruto verde de Aniba riparia (Nees) Mez, foram
isoladas algumas alcamidas, uma classe especial de alcaloides, estruturalmente
relacionado com benzamidas, nomeadas de riparinas 1, 2 e 3 (Figura 3), denominacao
esta em homenagem a planta. Comumente, Riparina 3 (RIP3) é o principal composto
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obtido de Aniba riparia, representando 34% do extrato natural (Barbosa Filho et al.,
1987; Barbosa Filho; Silva; Bhattacharyya, 1990).

Figura 4 - Estruturas quimicas das Riparinas 1,2 e 3.
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Este conjunto de substancias, juntamente aos seus homélogos e analogos
sintéticos, tém apresentado um amplo espectro de atividades farmacolégicas.
Especificamente RIP3 apresenta evidéncias na literatura quanto a efeitos ansioliticos
(Melo et al., 2006; Santos et al., 2020), antidepressivos e aumento do fator neutréfico
derivado do cérebro (BDNF) (Vasconcelos et al., 2015), bem como demonstrou acao
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Acinetobacter baumannii (Oliveira
Junior et al., 2020).

Tendo em vista o grande potencial da RIP3, é de extrema relevancia explorar
novos alvos farmacologicos, assim como viabilizar remodelagdes deste composto, de
maneira a obter moléculas que supram a demanda crescente por substancias
estruturalmente inovadoras para possibilitar novos estudos farmacolégicos. Neste
contexto, insere-se a Nor-Riparina 3 (NORS3), que basicamente possui a mesma
estrutura quimica da RIP3, porém com uma contracao/diminuicéo do seu raio atémico,
devido a remocdo de um atomo de carbono da cadeia alquilica da porcéo tiramina
(Figura 4).
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Figura 5 - Comparacao das estruturas quimicas da Riparina 3 e seu homologo sintético Nor-.
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4 METODOLOGIA

Esta pesquisa foi conduzida no Laboratério de Bioquimica, situado no Centro
de Educacéao e Saude (CES) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCGQG).
Além disso, obteve-se o suporte e colaboracao do Laboratério de Microbiologia, que
faz parte do mesmo centro. Cabe destacar que o presente estudo foi devidamente
registrado no Sistema Nacional de Gestao do Patrim6nio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado, sob o cédigo AECBD36 (Apéndice A).

4.1 Drogas-teste

A riparina 3 e seu homélogo sintético Nor-, foram gentilmente fornecidos pelo
Grupo de Produtos Naturais e Sintéticos da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
Por sua vez, o ciclopirox, um antifingico convencional, utilizado na presente pesquisa
como controle positivo, foi adquirido da Sigma-Aldrich®. Para a preparagao das
drogas-teste, dissolvemos inicialmente essas substancias em dimetilsulfoxido
(DMSQO) e as diluimos em meio RPMI 1640, também da Sigma-Aldrich®, para
alcangar uma concentracao inicial de 1024 ug/mL. Vale ressaltar que a concentracao
maxima de DMSO utilizada ndo excedeu 0,5%. A partir dessa concentragao inicial,
foram realizadas diluic6es seriadas adicionando meio RPMI 1640, a fim de alcangar

concentracoes inferiores.

4.2 Fungos

Foram utilizadas diversas linhagens fungicas de dermatofitos em nossos
ensaios de atividade antifungica (Tabela 1). Estas linhagens incluiram: Trichophyton
rubrum ATCC 28188; T. rubrum LM 03 (isolada de couro cabeludo); T. rubrum LM 06
(isolada de unhas); T. rubrum LM 63 (isolada de unhas); T. rubrum LM 70 (isolada de
couro cabeludo); T. rubrum LM 176 (isolada de térax); Microsporum canis ATCC
36295; M. canis LM 177 (isolada de couro cabeludo); M. canis LM 186 (isolada de
brago); M. canis LM 216 (isolada de couro cabeludo); M. canis LM 232 (isolada de
pés); M. canis LM 665 (isolada de 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) e N. gypsea LM 305
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(isolada de pés). Todas essas cepas fungicas foram obtidas a partir da cole¢do do
Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPB. Para
preparar as cepas para os ensaios, cultivou-se cada uma delas em Agar Batata
Dextrose (ABD) da marca Difco®, mantendo a incubagédo a 28°C por até 7 dias. As
coldnias fungicas recém-cultivadas foram cobertas com solucao salina estéril (NaCl
0,9%) e agitadas de maneira suave. Em seguida, ajustou-se a densidade das
suspensoes de cada cepa por meio de um espectrofotbmetro, estabelecendo uma
transmitancia de 70-72% a 520 nm. Isso correspondia a um inéculo com uma
concentragdo aproximada de 1 x 106 UFC/mL, de acordo com Santos, Barros e
Hamdan (2006). Posteriormente, diluimos cada in6culo em meio RPMI 1640 para
atingir uma concentracéo final que variou entre 0,4 x 104 a 5 x 10* UFC/mL (CLSI,
2017).

Figura 6 - Esquema ilustrativo do procedimento de preparagao do in6culo fangico.
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Fonte: Pesquisador, 2023.
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4.3 Atividade antifungica
4.3.1 Concentracao inibitoria minima (CIM)

Para determinar a CIM das drogas-teste, empregou-se a técnica de
microdiluicdo, conforme descrito pelas diretrizes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2017). Em cada linha da placa, adicionou-se 100 pL das drogas-teste,
que foram duplamente concentradas e diluidas em meio RPMI 1640, com
concentracdes variando de 1024 a 16 mg/L. Em seguida, em cada cavidade da placa
adicionou-se 100 pL do in6culo que havia sido preparado antecipadamente. Foi
realizado dois controles adicionais: um controle negativo contendo apenas RPMI 1640
e inéculo, e um controle com DMSO composto por DMSO, inéculo e RPMI 1640. As
placas foram devidamente seladas e incubadas a uma temperatura de 28°C por um
periodo maximo de 7 dias, com o objetivo de realizar a leitura das CIMs. A CIM foi
definida como a menor concentracdo das drogas que, quando comparada as

cavidades dos controles, inibiu visualmente o crescimento fungico.

Figura 7 - Esquema ilustrativo do procedimento da determinagao da Concentragao Inibitéria Minima
(CIM).
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Fonte: Pesquisador, 2023.
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4.3.2 Concentracao fungicida minima (CFM)

Realizou-se a coleta de aliquotas de 10 pL de cada pogo contendo
concentragdes superiores ou iguais a CIM, que foram subsequentemente semeadas
em placas contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD) da marca Difco®. Para
determinar a viabilidade dos fungos, procedemos a contagem das colénias apés a
incubacao das placas a uma temperatura de 28°C por um periodo de até 7 dias. A
CFM foi definida como a menor concentracao de droga na qual o crescimento flngico
resultou em menos de trés colbnias, o que representa uma taxa de mortalidade de
99,9%, conforme definido por Quadros et al. (2011). A acéao da droga foi classificada
como fungicida quando a relacao entre a CFM e a CIM nao excedeu o valor de 4. Em
contraste, foi considerada fungistatica quando a relagao CFM/CIM foi superior a 4, de
acordo com a definicdo de Hazen (1998). As melhores drogas-teste, aquelas que
demonstraram os resultados mais promissores, foram selecionadas para serem

utilizadas nos ensaios subsequentes.
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Figura 8 - Esquema ilustrativo do procedimento da determinacao da Concentragcao Fungicida Minima
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Fonte: Pesquisador, 2023.

4.4 Estudos em biofilmes in vitro

4.4.1 Formacao do biofilme

O ensaio de formacéo de biofilme foi conduzido em placas de poliestireno de
96 pocgos, seguindo o procedimento descrito por Brilhante et al. (2018). Inicialmente,
adicionou-se 100 uL de uma suspenséo de indculo flngico (1 x 108 UFC/mL) em cada
poco da placa, seguido de incubacao a 37°C por um periodo de 3 horas para permitir
a pré-adesao do biofilme. Apds esse periodo, procedeu-se a lavagem dos po¢os com
solucdo salina estéril para remover as células ndo aderentes. Em seguida, foi
acrescentado aliquotas de 200 pL de meio RPMI 1640 aos pogos e as placas foram
incubadas a 37°C, sem agitacéo, ao longo de 72 horas para promover a formacao do

biofilme.
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Apés o periodo de incubacdo, o meio de cultura de cada pog¢o foi removido e
realizou-se uma lavagem com solucéo salina estéril. Posteriormente, as placas foram
submetidas a secagem. Para avaliar a quantidade de biofilme formado, adicionou-se
100 uL de uma solucéo de cristal de violeta (0,5% em etanol) a cada pog¢o e incubamos
por 20 minutos. Apds essa etapa, procedeu-se a duas lavagens com solugéo salina
estéril e, em seguida, os biofilmes foram descoloridos adicionando 100 uL de etanol a
95%. Finalmente, a absorbancia da solucdo em cada poco foi medida a um
comprimento de onda de 570 nm, conforme descrito por Costa-Orlandi et al. (2014)
(Figura 9).

Com base nos resultados obtidos, classificou-se cada cepa de acordo com seu
grau de producao de biofilme. O valor de corte da densidade éptica (DO) para o teste
foi estabelecido em relagao aos valores do controle negativo, que consistia apenas de
meio RPMI 1640, sem biofilme. O valor de corte (DOc) foi definido como trés desvios
padrao acima da média da DO a 570 nm do controle negativo. De acordo com essa
definicao, as cepas foram categorizadas como nao produtoras (DO < DOc), produtoras
fracas (DOc < DO < 2 x DOc), produtoras moderadas (2 x DOc < DO <4 x DOc) e
produtoras fortes de biofiime (DO > 4 x DOc) (Cordeiro et al. 2015). Nas etapas
subsequentes do experimento, utilizou-se as cepas T. rubrum ATCC 28188, M. canis
ATCC 36295 e N. gypsea ATCC 24102, uma vez que demonstraram sensibilidade as
drogas testadas e producao de biofilme forte ou moderada.
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Figura 9 - Esquema ilustrativo do procedimento para a formacgao do biofilme in vitro.
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Fonte: Pesquisador, 2023.

4.4.2 Efeitos sobre a formacao do biofilme in vitro

O mesmo experimento anterior foi realizado, contudo, desta vez, na presenca
das drogas-teste. Apds o periodo de pré-adesédo, adicionou-se 200 uL de meio RPMI
1640 contendo as concentrac¢des das drogas-teste (CIM, 2xCIM, 4xCIM e 8xCIM), nos
pocos correspondentes. Foi utilizado um controle negativo contendo meio RPMI 1640
livre de formacao de biofilme. As placas foram entao incubadas a 37°C, sem agitagéo,

por um periodo de 72 horas. Para quantificar a biomassa do biofilme formado na
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presenca e auséncia das drogas, empregou-se o método do cristal violeta a 0,5%,
conforme descrito por Ali et al. (2016) (Figura 10). A viabilidade do biofilme foi avaliada
por meio da contagem de UFC, seguindo o protocolo de Chen et al. (2019). Ap6s o
periodo de formagéo do biofilme de 72 horas, adicionamos 100 pL de solugéo salina
estéril a cada pocgo e realizamos uma agitacao vigorosa para assegurar a completa
suspensao das células do biofilme. Posteriormente, diluimos as suspensées em uma
propor¢cao de 1:10 em solucdo salina estéril e semeamos 10 pL das diluigdes
resultantes na superficie de placas contendo meio de ASD. As placas foram entao
incubadas a 28°C por um periodo de 7 dias para permitir a contagem das UFC (Figura
12).

Figura 10 - Esquema ilustrativo do procedimento para a quantificacéo do biofilme in vitro na presenga
das drogas-teste.
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Figura 11 - Esquemailustrativo do procedimento para avaliar a viabilidade do biofilme in vitro.
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4.5 Estudos em biofilmes ex vivo

Amostras de fragmentos de unhas foram coletadas de quatro adultos do sexo
masculino com idade superior a 18 anos. A obtencao do material biolégico seguiu 0s
procedimentos estabelecidos pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos,
conforme registrado sob o protocolo numero 0157/11 (Apéndice B). Para preparar as
amostras, os fragmentos de unha foram inicialmente desinfetados por imersdo em
etanol por 15 minutos, seguidos de secagem a 28°C e esterilizacdo em autoclave a
120°C por 15 min a uma pressao de 1 atm. Apds a esterilizagdo, o material foi mantido
em tubos hermeticamente fechados até sua utilizagdo nos experimentos. Os
fragmentos de unha esterilizados, com cerca de 2 mm de comprimento, foram
alocados em pocos de placas de 96 pocos e posteriormente inoculados com 50 uL da
suspenséo fungica a 28°C por trés horas. Subsequentemente, foram adicionados 50
WL das concentracdes de drogas testadas (CIM, 2xCIM, 4xCIM e 8xCIM). Dois grupos
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de controle foram estabelecidos: um sem a adicao de drogas e outro sem a inoculacao
de fungos e drogas. As placas foram incubadas por um periodo de sete dias a 28°C.
A analise do biofilme foi realizada por meio de microscopia Optica, permitindo a
observacao das estruturas de biofilme presentes nos fragmentos de unha. Para cada
lamina, examinou-se 10 campos de microscopia e foi registrado a intensidade das
estruturas como "fortes (+++)", "intermediarias (++)," "baixas (+)," ou "ausentes (-),"
conforme descrito por Abdel Aziz et al. (2020). Além disso, foi realizada a contagem
das UFC dos biofilmes ex vivo. As suspensodes foram diluidas em uma proporcao de
1:10 em solucao salina estéril, e 10 uL dessas diluicdes foram semeados na superficie
de placas contendo meio de ASD. As placas foram entdo incubadas a 28°C por sete
dias para permitir a contagem das UFC, conforme descrito por Chen et al. (2019).
Cabe ressaltar que nao foram observadas variacdes significativas nas taxas de
crescimento dos biofilmes entre as unhas obtidas de diferentes individuos.

Figura 12 - Esquema ilustrativo do procedimento para anélise do biofilme ex vivo.
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Figura 13 - Esquemailustrativo do procedimento para avaliar a viabilidade do biofilme ex vivo.
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4.6 Deteccao de sulfito

Inicialmente, foi realizado um ensaio para verificar a sensibilidade dos
dermatdfitos a cisteina. Uma aliquota de 50 pL do indculo foi colocada na superficie
de placas com meio M9 (Sigma-Aldrich®) suplementado com 0,5% de glicose, 1,5%
de agar e 50 mM de L-cisteina. As placas foram incubadas por 7 dias a 28°C para
verificar a presencga ou auséncia de crescimento nessas condigdes. A proxima etapa
de deteccédo de sulfito foi realizada com as cepas que cresceram em M9 com L-
cisteina. Para isso, tubos contendo 0,5 mL do in6culo fungico foram incubados com
9,5 mL de meio M9 (caldo) suplementado com 10 mM de L-cisteina. O material foi
incubado por sete dias a 28°C e centrifugado a 1000g por 3 minutos. De acordo com
as instrucbes do fabricante, o sobrenadante foi utilizado para o kit de deteccao de
sulfito (Sigma-Aldrich®). Este ensaio é baseado na oxidacdo do sulfito a sulfato
produzindo um sinal estavel em 570 nm, que é diretamente proporcional a quantidade
de sulfito na amostra. (Grumbt et al., 2013).
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Figura 14 - Esquemaiilustrativo do procedimento para deteccao de sulfito.
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4.7 Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em triplicata. Os valores de CIM e CFM
foram apresentados como moda, enquanto os resultados dos testes relacionados aos
biofilmes foram expressos como média * desvio padrao (DP). Foi utilizado uma analise
de variancia (ANOVA) para identificar possiveis diferengas significativas (p < 0,05)
entre os diferentes tratamentos. Quando essas diferencas se mostraram
estatisticamente relevantes, procedeu-se com o teste de Tukey. Utilizou-se o intervalo
de confianca de 95%. Todas as anadlises estatisticas foram conduzidas utilizando o
software R na verséo 4.1.0, com a interface RStudio.
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5 RESULTADOS

Os valores de CIM e CFM de RIP3, NOR3 e CPX estao registrados na tabela
1. NOR3 néao apresentou atividade antifungica contra as cepas testadas (CIM > 1024
mg/L). Por outro lado, RIP3 inibiu o crescimento de T. rubrum e M. canis a partir de
128 mg/L e N. gypsea a 256 mg/L, apresentando agao fungicida contra 89% das
cepas testadas. O CPX inibiu todas as cepas em 2 mg/L, apresentando acao fungicida
contra 94% das cepas testadas. Escolheu-se as cepas T. rubrum ATCC 28188, M.
canis ATCC 36295 e N. gypsea ATCC 24102 para os ensaios posteriores para avaliar
os efeitos da RIP3 em modelos in vitro e ex vivo de biofilme. Essas cepas foram
sensiveis a RIP3 e produtoras de biofilme fortes/moderados em modelos de biofilme
in vitro (Tabela 1).



41

Tabela 1 - Valores de CIM, CFM (mg/L) e razao CFM/CIM da riparina 3, seu homologo nor- e

ciclopirox contra cepas de dermatofitos e a classificagcdo da producao de biofilme de cada cepa.

RIP3 NOR3 CPX
Dermatofitos Producéao
om crm LM om  om cm EM debiofiime

Trichophyton rubrum ATCC 28188 256 256 1 >1024 1 2 2 Forte
Trichophyton rubrum LM 03 128 128 1 >1024 1 2 2 Forte
Trichophyton rubrum LM 06 128 128 1 >1024 1 2 2 Moderado
Trichophyton rubrum LM 63 512 1024 2 >1024 1 2 2 Forte
Trichophyton rubrum LM 70 256 256 1 >1024 0,5 1 2 Forte
Trichophyton rubrum LM 176 256 256 1 >1024 0,5 1 2 Fraco
Microsporum canis ATCC 36295 128 1024 8 >1024 1 2 2 Moderado
Microsporum canis LM 177 128 512 4 >1024 1 2 2 Forte
Microsporum canis LM 186 128 512 4 >1024 1 2 2 Forte
Microsporum canis LM 216 128 128 1 >1024 1 2 2 Forte
Microsporum canis LM 232 128 256 2 >1024 1 2 2 Moderado
Microsporum canis LM 665 128 1024 8 >1024 2 2 1 Forte
Nannizzia gypsea ATCC 24102 256 512 2 >1024 2 2 1 Forte
Nannizzia gypsea LM 5 256 1024 4 >1024 2 2 1 Forte
Nannizzia gypsea LM 129 256 512 2 >1024 2 2 1 Forte
Nannizzia gypsea LM 130 256 1024 1 >1024 2 2 1 Moderado
Nannizzia gypsea LM 184 256 1024 4 >1024 2 32 16 Forte
Nannizzia gypsea LM 305 256 256 1 >1024 2 2 1 Moderado

CIM, concentracao inibitéria minima; CFM, concentracao fungicida minima; RIP3, riparina 3; NOR3,

nor-riparina 3; CPX, ciclopirox;

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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A quantificacdo da massa do biofilme in vitro na presenca e auséncia de drogas
foi expressa em valores de densidade 6ptica (DO) em 570 nm (Figura 5). RIP3 inibiu
significativamente a formacao de biofilme por T. rubrum, M. canis e N. gypsea na CIM
(p < 0,05). Embora o CPX tenha valores de CIM muito mais baixos do que o RIP3
(Tabela 1), o CPX mostrou eficacia apenas em 4xCIM (p < 0,05). A porcentagem
média de inibicao variou de 69 a 99% em relacao ao controle.
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Figura 15 - Efeito da RIP3 na biomassa do biofilme in vitro de dermatéfitos expressa como

absorbancia da coloracao do cristal violeta.
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Os resultados sao as médias = DP de trés experimentos independentes. Diferenga significativa (p <
0,05) quando comparado ao controle de crescimento livre de drogas (a) e ao CPX no respectivo valor
de CIM (b). OD, densidade optica; CIM, concentracéo inibitéria minima; RIP3, riparina 3; CPX,
ciclopirox.

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Analisou-se a viabilidade do biofilme in vitro por contagem de UFC; os dados
sdo mostrados na Figura 6. Seguindo o padrao dos resultados encontrados no teste
anterior, RIP3 reduziu significativamente a viabilidade do biofilme na CIM (p < 0,05). O
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CPX reduziu a viabilidade do biofilme, comegando com 4xCIM (p < 0,05). A

porcentagem média de reducdo da viabilidade variou de 69 a 95% em relagdo ao

controle.

Figura 16 - Efeito da RIP3 na viabilidade de biofilmes in vitro de dermatéfitos determinada pela
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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Avaliou-se o potencial antibiofime da RIP3 usando modelos ex vivo,
visualizando as estruturas sob microscopia de luz (Tabela 2) e quantificando o nimero
de UFC (Figura 7). RIP3 e CPX em 4xCIM e 8xCIM inibiram visualmente o crescimento
fungico em fragmentos de unha (Tabela 2). RIP3 reduziu significativamente a
viabilidade do biofilme ex vivo de M. canis e N. gypsea na CIM (p <0,05) (Figura 7). A
viabilidade do biofilme de T. rubrum foi inibida em 2xCIM. A porcentagem média de
reducao da viabilidade variou de 50 a 98% em relacédo ao controle. No entanto, o RIP3

foi menos eficaz do que o CPX em seu respectivo valor CIM (p< 0,05).

Tabela 2 - Produgéo ex vivo de biofilme (fragmentos de unhas) por dermatdfitos na auséncia

(controle) e na presenca de RIP3.

Drogas Trichophyton rubrum  Microsporum canis Nannizzia gypsea
ATCC 28188 ATCC 36295 ATCC 24102

Controle +++ +++ o
RIP3 CIM + + +

RIP3 2xCIM + + +

RIP3 4xCIM - - -

RIP3 8xCIM - - -
CPXCIM ++ ++ ++
CPX 2xCIM + + +

CPX 4xCIM - - -

CPX 8xCIM - - -

CIM, concentracao inibitéria minima; RIP3, riparina 3; CPX, ciclopirox. +++ forte; ++ intermediario; +
baixa; - ausente.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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Figura 17 - Efeito da RIP3 na viabilidade de biofilmes ex vivo (fragmentos de unha) de dermatdfitos
determinada pela quantificacdo do nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC).
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Os resultados sdo as médias + DP de trés experimentos independentes. Diferencga significativa (p <

0,05) quando comparado ao controle de crescimento livre de drogas (a) e CPX no respectivo valor CIM

(b). OD, densidade 6ptica; CIM, concentragao inibitéria minima; RIP3, riparina 3; CPX, ciclopirox.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Excluiu-se as cepas M. canis ATCC 36295 e N. gypsea ATCC 24102 na
deteccao do ensaio de sulfito porque elas nao cresceram em meio M9 suplementado
com L-cisteina. Dessa forma, o ensaio foi realizado com T. rubrum ATCC 28188. RIP3
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inibiu significativamente a formacao e liberagao de sulfito (p < 0,05) e foi mais potente

que o CPX (Figura 8).

Figura 18 - Efeito da riparina 3 na formagao de sulfito por dermatofitos.

Trichophyton rubrum ATCC 28188 . Controle

_ | GlE

CPX

60

404

S02(mg/L)

204
a,b

CONTROLE RIP3 CIM CPXCIM

Os resultados sdo as médias + DP de trés experimentos independentes. Diferenga significativa (p <
0,05) quando comparado ao controle de crescimento sem medicamento (a) e ao ciclopirox (b). CIM,
concentragao inibitéria minima; RIP3, riparina 3; CPX, ciclopirox.

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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6 DISCUSSAO

A pesquisa por novos antifungicos pode fornecer os avangcos mais promissores
nos proximos anos para o tratamento de dermatofitoses. Desta forma, os resultados
do presente trabalho demonstraram que RIP3 apresentou atividade antifungica contra
cepas de dermatofitos como fungicida. Além disso, RIP3 também exerceu uma acao
inibitéria relevante sobre biofilmes de dermatéfitos usando modelos experimentais in
vitro (placas de poliestireno) e ex vivo (fragmentos de unha). Finalmente, o potencial
antibiofilme de RIP3 esta envolvido na inibicdo da secrecao de sulfito.

Por outro lado, seu homdlogo sintético NOR3 nao apresentou atividade
antifangica. Esses resultados sugerem que a retirada de 1 carbono da molécula
interfere a agcao farmacoldgica. Achados semelhantes foram encontrados por Silva R.
et al. (2023) ao analisar a atividade antidermatofitica da Riparina 1 (RIP1) e seus
homdlogos NOR1 e DINOR1. Na pesquisa, observaram que a medida que a cadeia
alquilica diminuia, consequentemente, a droga perdia o potencial antifingico.
Segundo os autores, isso pode estar relacionado a maior constricdo estérica ou a
perda de lipofilicidade quando se retira um (NOR1) ou dois (DINOR1) carbonos da
molécula, o que nao ocorre com a RIP1, uma vez que possui um maior comprimento
entre as porgdes p-metoxifenil e fenilamida, assim dispondo de maior liberdade de
conformacao e lipofilicidade.

Na literatura, n&o foi encontrado estudos descrevendo a atividade antifungica
da RIP3 e NORS contra dermatéfitos. No entanto, descobriu-se que RIP3 mostrou
melhor atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas do que bactérias
Gram-negativas (Oliveira Junior et al., 2020). Em um estudo anterior, as cepas de
Staphylococcus aureus foram mais sensiveis ao RIP3 do que as cepas de Escherichia
coli, com halos de inibicdo de crescimento variando de 7 a 20 mm (Catéo et al., 2005).
RIP3 também exibiu atividade antimicrobiana e promoveu alteragdes ultraestruturais
em S. aureus e Acinetobacter baurmnannii multidrogas-resistentes (MDR) com CIM de
50 ug/mL e 400 ug/mL, respectivamente. Além disso, RIP3 mostrou potencial
antibiofilme produzido por S. aureus MDR (Oliveira Juanior et al., 2020).

Na presente pesquisa, RIP3 e CPX mostraram efeitos inibitérios contra cepas
de dermatofitos. No entanto, as concentracbes efetivas diferiram entre as drogas, e
os valores de CIM de RIP3 foram maiores do que os de CPX. A maioria dos valores
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de CIM de outros antifungicos usados para tratar dermatofitose sdao geralmente
baixos. Especificamente, estudos revelaram que a CIM de CPX varia de 0,25 a 8 mg/L
(Curatolo et al., 2021; Carmo et al., 2022). Altas concentracdes inibitérias podem levar
a maior utilizacao de farmacos em formulagdes farmacéuticas e efeitos indesejaveis.
Com base nessa observacao, buscou-se pesquisas que analisassem a toxicidade da
RIP3.
Até onde se tem conhecimento, ndo existem estudos sobre a seguranca da
RIP3 em seres humanos. No entanto, em pesquisas in vitro, RIP3 induziu
citotoxicidade e hemdlise semelhante a oxacilina e meropenem, dois antimicrobianos
usados na pratica clinica (Oliveira Juanior et al., 2020). Em outro estudo realizado com
embrides de Gallus gallus, foram observadas alterac6es morfol6gicas em todas as
concentragdes testadas de RIP3. No entanto, ndo houve mudancas nas funcdes das
estruturas, que foram consideradas potencialmente seguras para gestantes (Lima et
al., 2017). Em camundongos, a administragéo de RIP3 via oral na dose de 1 g/kg néo
causou nenhuma morte durante 48h. Na dose de 500 mg/kg por via oral ou 35 mg/kg
por via intraperitoneal, RIP3 n&o induziu alteracdes significativas nas func¢des centrais,
autonbémicas ou musculares esqueléticas dos camundongos. Contudo, RIP3
apresentou toxicidade intraperitoneal com LD50 de 104,2 mg/kg (Branco et al., 2000).
Embora a RIP3 possa ser segura em ensaios de toxicidade celular, sua
administracao requer cautela quando administrada sistemicamente. A combinacgéo de
drogas pode reduzir esses efeitos e acelerar a melhora clinica e microbiolégica
(Brescini et al., 2021). Combinagdes antifungicas em dermatoéfitos tém despertado
consideravel interesse cientifico ao longo dos anos. No entanto, nenhum estudo se
concentrou em combinagdes de RIP3 com drogas antifungicas convencionais. Na
literatura, apenas ha estudos voltados para combinag¢des com antibioticos, como o
realizado por Oliveira Junior et al. (2023), que observaram sinergismo entre RIP3 e
colistina sobre isolados clinicos de A. baumannii MDR, reduzindo a CIM da colistina
de 16 para 1 g/mL e induzindo alteragGes ultraestruturais in vitro. Além disso, foi
evidenciado em outra pesquisa que a combinagéo entre RIP3 e colistina promoveu a
inibicdo e a erradicagéo de biofilmes in vitro de A. baumanniiMDR (Oliveira Junior et
al., 2023a).
Considerando as evidéncias sobre a atividade farmacoldgica e seguranca da
RIP3, avangou-se nos estudos para avaliar atividade em modelos de biofilme in vitro
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como uma primeira etapa antes de ensaios ex vivo. Uma revisao recente elencou as
condi¢cdes experimentais ideais para garantir a formacgao de biofilmes in vitro e ex vivo,
a qual seguimos na presente pesquisa. Nessa revisao, diversos estudos destacaram
que ensaios in vitro s&0 um passo inicial importante para estudos de atividade
antibiofiime contra dermatéfitos. Entretanto, hdo ha atividade antibiofilme de
dermatéfitos com RIP3, e ha poucos estudos na literatura com produtos naturais. A
maioria das pesquisas investigando a atividade antibiofilme in vitro em dermatéfitos
foi realizada com drogas convencionais, como terbinafina, griseofulvina, econazol,
fluconazol, itraconazol, voriconazol e ciclopirox. Comumente, as concentracoes
efetivas dessas drogas convencionais contra biofilmes de dermatéfitos in vitro foram
maiores do que a CIM (células plancténicas) (Pereira, 2021). No entanto,
surpreendentemente, nosso estudo revelou efeitos inibitérios na formacado e
viabilidade do biofilme por RIP3 na CIM.

Uma vez constatada a atividade antibiofilme in vitro da RIP3, foi realizado
ensaios utilizando fragmentos de unha humana como modelo de biofilme ex vivo.
Modelos experimentais ex vivo sdo fundamentais para avaliacdo de novos farmacos,
uma vez que tentam mimetizar condicdes in vivo (Machado et al., 2021). Escolheu-se
fragmentos de unhas humanas como modelo ex vivo com base em trés pontos: (1)
RIP3 mostrou toxicidade em modelos animais quando administrado por via
intraperitoneal (Branco et al., 2000); (2) o uso tépico de antifungicos pode ser mais
seguro do que a terapia oral (Gnat; Lagowski; Nowakiewicz, 2020); (3) o potencial uso
topico de formulagbes com RIP3 possibilita estudos futuros de terapia combinada
(Gupta; Venkataraman; Quinlan, 2021). Os resultados da presente pesquisa mostram
que RIP3 apresentou potencial inibicdo de biofilme, sendo esta uma possivel opcéao
para o tratamento de dermatofitoses topicas.

O papel do biofilme na etiopatogenia das dermatofitoses ungueais esta
relacionado a resisténcia a danos, podendo atuar como fonte constante de infeccao,
contribuindo para a resisténcia antifungica. Além disso, os biofilmes fangicos
influenciam a permeacdo do tratamento tdpico (Gupta; Daigle; Carviel, 2016).
Portanto, € de relevancia cientifica para um possivel tratamento medicamentoso que
também seja eficaz contra biofilmes de dermatéfitos. Em uma revisdo abrangente,
Gupta; Venkataraman; Quinlan (2021) forneceram uma excelente atualizagéo sobre

agentes antifungicos e novas formulagdes contra dermatofitos. Neste estudo,
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observou-se que formulagdes tépicas para o tratamento da tinea unguium, como os
esmaltes amorolfina 5% e ciclopirox 8%, sao utilizadas ha muito tempo. De fato, as
formulagdes tépicas, como as formas de esmalte para unhas, melhoram a eficacia do
tratamento por permanecerem em contato com a placa ungueal por longos periodos,
liberando a droga no local infectado e atingindo os fungos em uma concentragcao
efetiva (Costa et al., 2022).

O estabelecimento e desenvolvimento dos biofilmes dependem de diversos
fatores, incluindo fatores de viruléncia inerentes ao fungo. Dessa forma, os fatores de
viruléncia de dermatoéfitos sdo outro alvo para avaliar a atividade de novas drogas,
pois auxiliam os fungos no ataque ao tecido do hospedeiro. Com o potencial
antibiofilme do RIP3 estabelecido, foi investigado se a RIP3 interfere com um fator de
viruléncia vital envolvido na degradacdo da queratina do hospedeiro: producao e
liberacao de sulfitos. As proteases de dermatofitos queratinoliticos tém papel relevante
na patogénese das dermatofitoses. Portanto, os dermatofitos precisam expressar
proteases secretadas para quebrar as queratinas nos tecidos humanos para explorar
essa fonte de nitrogénio e sobreviver (Lange; Huang; Busk, 2016).

A quebra da queratina nas placas ungueais depende da sulfitélise, processo
que induz a quebra das pontes dissulfeto (S-S), alterando a conformacdo das
queratinas e facilitando a acdo da queratinase. Esse processo pode ocorrer por meio
do sulfito, compostos que interagem com residuos de cisteina nas queratinas e
promovem reticulacdo (Navone; Speight, 2018). Anteriormente, Grumbt et al. (2013)
propuseram que os dermatofitos secretam sulfitos através da bomba de efluxo Ssuf
durante o crescimento em um ambiente rico em cisteina. O excesso de cisteina livre
pode ser tdxico para os fungos e para os tecidos do hospedeiro. No entanto, os fungos
reutilizam o sulfito metabolizado como mecanismo de defesa (Figura 9). Neste estudo,
usamos T. rubrum ATCC 28188 nesta etapa porque cresceu em meio M9

suplementado com L-cisteina.
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Figura 19 - Representacao ilustrativa da degradacao de queratina por dermatéfitos.
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Considerou-se essas premissas para argumentar que o0 mecanismo da
atividade antibiofilme do RIP3 contra dermatéfitos envolve a inibicdo da secrecao de
sulfito. Em primeiro lugar, foi confirmado que RIP3 possui atividade antibiofilme
suportada por intensa atividade in vitro e ex vivo usando fragmentos de unha como
fonte de queratina. Em segundo lugar, RIP3 diminuiu o crescimento fungico de
formacéao de sulfito em um ambiente rico em L-cisteina.

Para encontrar solugbes praticas para o tratamento das dermatofitoses, é
necessario compreender melhor os mecanismos envolvidos na infeccdo e na
permeacdo dos medicamentos. Este estudo tenta superar esse cenario apresentando
uma droga candidata efetiva no combate ao desenvolvimento de biofilme: RIP3.
Fornecemos a hipétese inédita de que a acao antibiofiime do RIP3 envolve a inibicdo
da secrecdo do agente redutor sulfito, o que pode prejudicar a progresséo da
degradacao da queratina. O presente estudo é a primeira evidéncia que relata o
potencial da RIP3 no controle de biofilmes de dermatéfitos (Silva, E. et al., 2023)
(Anexo A).
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7 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou o potencial da RIP3 como um composto natural a ser
utilizado no tratamento de dermatofitoses com menores chances de desenvolvimento
de resisténcia, uma vez que foi comprovada a efetiva atividade antibiofilme in vitro e
ex vivo da RIP3 contra cepas de dermatéfitos clinicamente relevantes, e esta acao
parece envolver a inibicdo da secrecao de sulfito. Contudo, é pertinente ressaltar a
importancia de ampliar o numero de cepas de dermatéfitos e fatores de viruléncia para
consolidar o mecanismo de interferéncia da RIP3 na formacao de biofilmes. Portanto,
esses resultados constituem um ponto de partida para futuras pesquisas usando RIP3
como protétipo de medicamento antifingico.
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Abstract: The ability of dermatophytes to develop biofilms is possibly involved in therapeutic failure
because biofilms impair drug effectiveness in the infected tissues. Research to find new drugs with
antibiofilm activity against dermatophytes is crucial. In this way, riparins, a class of alkaloids that
contain an amide group, are promising antifungal compounds. In this study, we evaluated the
antifungal and antibiofilm activity of riparin III (RIP3) against Trichophyton rubrum, Microsporum canis,
and Nannizzia gypsea strains. We used ciclopirox (CPX) as a positive control. The effects of RIP3
on fungal growth were evaluated by the microdilution technique. The quantification of the biofilm
biomass in vitro was assessed by crystal violet, and the biofilm viability was assessed by quantifying
the CFU number. The ex vivo model was performed on human nail fragments, which were evaluated
by visualization under light microscopy and by quantifying the CFU number (viability). Finally,
we evaluated whether RIP3 inhibits sulfite production in T. rubrum. RIP3 inhibited the growth of
T. rubrum and M. canis from 128 mg/L and N. gypsea from 256 mg/L. The results showed that RIP3 is
a fungicide. Regarding antibiofilm activity, RIP3 inhibited biofilm formation and viability in vitro
and ex vivo. Moreover, RIP3 inhibited the secretion of sulfite significantly and was more potent than
CPX. In conclusion, the results indicate that RIP3 is a promising antifungal agent against biofilms of
dermatophytes and might inhibit sulfite secretion, one relevant virulence factor.

Keywords: riparin; dermatophytes; ex vivo; sulfites; antifungal; fungicide; alkamides

1. Introduction

Dermatophytoses are mycoses caused by fungi called dermatophytes, divided into
seven main clades with the genera Arthroderma, Lophophyton, Microsporum, Paraphyton,
Nannizzia, Epidermophyton, and Trichophyton [1]. Dermatophytes infect humans of all ages,
races, genders, and socioeconomic statuses worldwide. Tirnea pedis and tinea corporis have
become the principal clinical forms worldwide. Trichophyton rubrum predominates globally
in cases of tinea pedis and tinea unguium [2]. Specifically in Brazil, tinea unguium (toenails
and fingernails) is the most frequent dermatophytosis. Trichophyton rubrum, M. canis, and
N. gypsea have become the major species [3]. Although dermatophytosis is generally
restricted to the surface of the skin tissue, fungi can be invasive and cause a deep and
widespread infection in patients with autosomal recessive CARD9 deficiency or HIV
immunodeficiency or even in patients with unknown immunodeficiency [4,5].

J. Fungi 2023, 9, 231. hitps://doi.org /10.3390/jof9020231
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