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RESUMO

A candidiase, doenca causada por fungos do género Candida spp., tem sido relatada
como um grave problema de saude publica, ocasionando até mesmo infecc¢des
sistémicas em individuos. Os farmacos utilizados no tratamento da candidiase sdo
escassos e possuem elevada toxicidade, o que leva a busca por substancias advindas
de produtos naturais, com destaque para os terpenos. O objetivo do presente estudo
foi investigar a atividade antifungica de um monoterpeno, o a- pineno, frente cepas de
Candida albicans. Os ensaios utilizados para o referido estudo foram: teste de
determinacao concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracao fungicida minima
(CFM), através da técnica de microdiluicdo em caldo do terpeno isolado; Ensaio de
associacdo (checkerboard) entre o o a- pineno e os antifingicos fluconazol e
anfotericina B; Ensaio de cinética de morte (time Kkill); Mecanismo de acdo usando
testes in silico e in vitro; Atividade antibiofilme contra Candida albicans e toxicidade
contra células humanas (HaCat). O a- pineno apresentou uma CIM entre 128 e 512
ug/mL e a CFM teve os mesmos valores de CIM frente as 8 cepas ensaiadas. As
demais concentracdes ndo foram possiveis de determinar a CFM, devido ao
crescimento ser maior ou igual a CIMx4 (limite do teste). No ensaio de associacao, a
interacdo do a- pineno e fluconazol foi indiferente, jA combinacgdes entre a- pineno com
a anfotericina B e a nistatina obtiveram efeitos sinérgicos. Os resultados da simulacéo
de docking molecular demonstraram que a timidilato sintase (-52 kcal mol-1) e a &-
14-sterol redutase (-44 kcal mol-1) apresentaram as melhores interacdes. Os
resultados in vitro sugerem que a atividade antifungica do a-pineno envolve a ligacéo
ao ergosterol na membrana celular. No ensaio de time Kill, a atividade antifangica nédo
foi dependente do tempo e também inibiu a formacéo de biofilme ao romper até 88%
do biofilme existente. Nao foi citotdxico para os queratindcitos humanos. Assim sendo,
o presente estudo apdia o a-pineno como um candidato para tratar infeccdes fungicas
causadas por C. albicans.

Palavras-chave: Produtos naturais. Terpenos. Atividade antifangica. Biofilme.
Candidiase. In silico. In vitro.



ABSTRACT

Candidiasis, a disease caused by fungi of the genus Candida spp., has been
reported as a serious public health problem, even causing systemic infections in
individuals. The drugs used in the treatment of candidiasis are scarce and have high
toxicity, which leads to the search for substances derived from natural products,
especially terpenes. The aim of the present study was to investigate the antifungal
activity of a monoterpene, a-pinene, against strains of Candida albicans. The assays
used for that study were: minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
fungicidal concentration (MFC) determination test, through the technique of
microdilution in broth of the isolated terpene; Association assay (checkerboard)
between a-pinene and the antifungals fluconazole and amphotericin B; Kinetics of
death test (time kill); Mechanism of action using in silico and in vitro tests; Antibiofilm
activity against Candida albicans and toxicity against human cells (HaCat). a-pinene
presented a MIC between 128 and 512 ug/mL and the MIC had the same MIC values
against the 8 tested strains. The other concentrations were not possible to determine
the CFM, due to the growth being greater than or equal to CIMx4 (test limit). In the
association test, the interaction of a-pinene and fluconazole was indifferent, whereas
combinations of a-pinene with amphotericin B and nystatin obtained synergistic
effects. Molecular docking simulation results showed that thymidylate synthase (-52
kcal mol-1) and &-14-sterol reductase (-44 kcal mol-1) showed the best
interactions. The in vitro results suggest that the antifungal activity of a-pinene
involves binding to ergosterol in the cell membrane. In the time kill assay, the
antifungal activity was not time dependent and also inhibited biofilm formation by
disrupting up to 88% of the existing biofilm. It was not cytotoxic to human
keratinocytes. Therefore, the present study supports a-pinene as a candidate to treat
fungal infections caused by C. albicans.

Keywords: Natural products. Terpenes. Antifungal activity. Biofilm. Candidiasis. In
silico. In vitro.
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1 INTRODUCAO

Doencas causadas por fungos tém sido consideradas como um grave problema
de saude publica, apresentando relativa resisténcia frente aos tratamentos e farmacos
disponiveis na atualidade (SCHLEUSENER et al.,, 2022). Dentre os fungos
causadores de graves infeccbes, destacam-se aqueles pertencentes ao género
Candida spp., tornando-se importante causa de morbidade e mortalidade em
pacientes hospitalizados (MULET BAYONA et al., 2020). A candidiase, doenca
causada por fungos desse género, varia desde infec¢cbes superficiais, até as mais
invasivas (sistémicas), sendo a espécie mais comum a ocasionar tais infeccées a
Candida albicans, levedura primariamente comensal, que coloniza superficies do trato
gastrointestinal e genital (PAPPAS et al., 2018; RAI et al., 2021).

O recente cenéario de pandemia do Coronavirus disease 2019 (COVID-19),
infeccdo causada pelo virus severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-
CoV-2), demostrou o aumento de casos de candidemia tem sido relatados
principalmente em pacientes gravemente enfermos, pela exposi¢ao a fatores de risco
classicos e especificos da COVID-19 em Unidade de terapia intensiva (UTI) (NUCCI
et al., 2021; SHARMA et al., 2021; KAYAASLAN et al., 2022).

Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou um relatério onde estédo
listados fungos patogénicos prioritarios, 0s quais representam ameaca a saude
publica, devido aos riscos de morbidade/ mortalidade. Das 19 espécies fungicas
relatadas, Candida albicans encontra-se no grupo dos patégenos com elevado risco
de prioridade (critico), devido a maior incidéncia e aumento no niamero de casos
(WHO, 2022).

Os antifingicos convencionais usados no tratamento das infec¢cdes causadas
por Candida spp. sdo os azéis (fluconazol, itraconazol, miconazol, clotrimazol,
cetoconazol e voriconazol) e os polienos (anfotericina B e nistatina), podendo
recorrer, em casos de maior gravidade, as fluoropirimidinas e equinocandinas
(caspofungina) (KATHIRAVAN et al., 2012; PATIL, 2015; SANTOS et al.,, 2018;
LOPES; LIONAKIS, 2022; ZARAGOZA et al., 2021).

Os azois séao agentes fungistaticos sintéticos de amplo espectro, possuem
baixa toxicidade e elevada biodisponibilidade. Entretanto, tratamentos prolongados
podem levar a resisténcia ao antifingico. Ja a anfotericina B, indicada para formas

graves da doenca invasiva, € considerada padrdo para o tratamento de infec¢des
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fingicas, no entanto possui elevada toxicidade (KATHIRAVAN et al.,, 2012;
BHATTACHARYA,; VIEIRA; SANTOS, 2017; SANTOS; SAE-TIA; FRIES, 2020).

Levando em consideracdo os efeitos citotéxicos dos antifungicos
convencionais, bem como o surgimento de cepas clinicas multirresistentes, é salutar
a busca por produtos naturais, como fonte de compostos bioativos, 0s quais
possuam atividade farmacolégica frente aos patdégenos e que apresentem baixa
toxicidade (OLIVEIRA; MACHADO; FREITAS, 204; DOI et al., 2016; QADRI et al.,
2022; MOHAMMADI et al., 2022; SINGLA; DUBEY, 2019).

Conforme supracitado, produtos naturais e seus derivados tém sido
amplamente pesquisados na busca por substancias bioativas que possuam atividade
antifangica, baixa toxicidade e reduzido custo financeiro (SILVA et al., 2012; DOI et
al., 2016; RAHMAN et al., 2022). Dentre estes compostos promissores encontram-se
0S monoterpenos, tais como 0s pinenos que podem ser encontrados nos 0Oleos
essenciais de arvores coniferas (pinheiro), alecrim, lavanda e terebintina (SILVA et al.,
2012; SALEHI et al., 2019; WESTON et al; 2021), com destaque para o a- pineno, que
possui atividade antifingica descrita frente a C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis
(ALLENSPACH; STEUER, 2021).

Assim sendo, o presente estudo objetivou avaliar o potencial antifungico de a-
pineno frente cepas de C. albicans, tendo em vista que ndo houve, até o presente
momento, a conducdo de nenhuma pesquisa aprofundada neste sentido, realcando a
importancia e originalidade da mesma na contribuicdo a busca por novas opcdes

terapéuticas para infeccdes de grande relevancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar a atividade antifungica de a- pineno contra linhagens de Candida

albicans oriundas de infec¢céao hospitalar e cepas padréo.

2.2 ESPECIFICOS

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo
Fungicida Minima (CFM) do a- pineno;

e Avaliar o efeito de a- pineno em associacdo aos antifiungicos contra as

linhagens fungicas testadas;

e Realizar estudo de docking molecular do a- pineno para estimar sua afinidade

com alvos moleculares;

e Estudar os possiveis mecanismos de agao de a- pineno com énfase nos seus

efeitos sobre a parede celular e a membrana plasmatica fungica;

e Observar o efeito do terpeno teste sobre a cinética de morte microbiana (Time
kill);

e Examinar o efeito do a- pineno sobre o biofilme maduro de Candida albicans;

e Avaliar a citotoxicidade de a- pineno frente linhagem de células humanas
HaCaT em 24 e 48h.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES FUNGICAS

Os fungos possuem papel importante na microbiota humana, alguns podem
nao afetar o hospedeiro vivendo como comensais, outros podem beneficiar o
hospedeiro, o que caracteriza a relacdo de mutualismo. Outros, ainda, podem afetar
de forma negativa atuando como patogénico (KALIA et al., 2020; LOPES, LIONAKIS,
2022).

Em média 15% da populacdo mundial € acometida por infeccfes fungicas. A
viruléncia dos fungos é o principal fator associado ao aumento de micoses sistémicas
no mundo (PIASECKI, 2019; KUCHI et al., 2021). Na Alemanha, estima-se que 10%
da populacdo € afligida por infeccbes fangicas superficiais. Na Franca, a taxa de
mortalidade por infeccfes fungicas invasivas chega a 27,6% (LILIENFELD et al.,
2019). Um dos pontos de alerta € que alguns fungos sao reemergentes enquanto
outros sdo emergentes, demonstrando assim que o aumento das infec¢gdes flngicas
no mundo esta acontecendo de forma recorrente (LOCKHART; GUARNER, 2019).

No Brasil, as infec¢des oportunistas aumentaram apo6s o ano de 1980, com o
constante crescimento de casos de Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
(DANTAS et al.,, 2021). No caso das infecgdes superficiais, um recente estudo
realizado no estado do Rio de Janeiro demonstrou maior incidéncia de infeccdes
fungicas em mulheres com ampla faixa etaria de 3 meses a 95 anos (BAUER et al.,
2021). Em contrapartida, outro estudo realizado no estado do Para, mostra elevada
incidéncia de infec¢Bes fungicas em pacientes do sexo masculino (OHNISHI et al.,
2022). A disparidade entre os resultados aponta para escassez de pesquisas e dados
sobre etiopatologia das infec¢des fungicas no Brasil.

E sabido que 50% dos Obitos causados por infecgBes fangicas ocorreram em
pacientes com AIDS, cujas mortes seriam evitadas pelo diagnostico precoce e
tratamento adequados. Populacdes economicamente vulneraveis sdo as mais
prejudicadas, tanto pela auséncia do diagndstico quanto pelo elevado custo do
tratamento (FONSECA; GUIMARAES; 2022). Apesar do citado, as infeccdes fungicas
e o financiamento de pesquisas relacionadas continuam negligenciadas por parte das
autoridades governamentais (RAYENS; NORRIS, 2018). Diante disto, a

conscientizacdo da populagdo quanto as infec¢des fungicas e cuidados preventivos,
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bem como intervencdes e alocacdo de recursos por parte do governo se fazem
necessarios (NAVEEN et al., 2022).

3.2 CANDIDA SPP.

O género Candida spp possui aproximadamente 200 espécies, das quais 30
delas sé@o potenciais causadores de doencas (LI et al., 2022). Estao presentes nas
mucosas oral, no intestino, na vagina e pele sem causar infec¢do, colonizando a
microbiota humana, de maneira comensal, em individuos saudaveis (ROSATI et al.,
2020; D’ENFERT et al., 2021). Espécies oportunistas de Candida, sdo causa de
infeccdo mediante quadro clinico especifico e na presenca de condi¢cdes que
favorecam o seu crescimento (BARANTSEVICH; BARANTSEVICH, 2022; COTTIER
et al., 2020).

Os fatores que podem desencadear uma infeccdo por fungos do género
Candida podem ser classificados em imunol6gicos e ndo imunolégicos. A infeccao
pelo Human Immunodeficiency virus (HIV), por exemplo, € um fator imunolégico, onde
o individuo, por possuir a imunodeficiéncia, esta vulneravel a infeccdo (OLUM et al.,
2020; CZECHOWICZ et al.,, 2022). J4& os fatores ndo imunoldgicos podem ser:
consumo de alcool, mudancas hormonais durante o periodo de gestacao, deficiéncia
nutricional, distirbios na microbiota quanto a sua composicdo qualitativa e
guantitativa, diminuicdo na secrecao de suco gastrico e de enzimas digestivas por uso
medicamentoso, falta de vitaminas e microelementos na dieta (RAFIQ, 2022; LOPES,
LIONAKIS, 2022).

As infec¢des por Candida spp podem ser classificadas em dois tipos: superficial
e invasiva. A infeccdo mucocutadnea ou superficial ocorre nas unhas, pele, couro
cabeludo, e mucosas oral/vaginal (PUEL, 2020), ja a candidemia, ou infeccéo
invasiva, trata-se de uma infeccdo de corrente sanguinea por Candida spp, e que
possui alta taxa de morbidade e mortalidade (POISSY et al., 2020).

A candidemia é a infec¢do invasiva diagnosticada com mais frequéncia pela
disseminagdo hematogénica, aproximadamente 50% dos casos de candidemia
chegam a resultar em infeccédo profunda (BARANTSEVICH; BARANTSEVICH, 2022;
CLANCY; NGUYEN, 2018). Tal infecgdo invasiva possui maior incidéncia em UTIs
cirdrgicas, sendo as cirurgias que expressam maior risco desse tipo de infec¢do as

tordcicas e gastrointestinais. Internagbes prolongadas em UTI e o uso de
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equipamentos invasivos, bem como a nutricdo parenteral também séo fatores que
expdem o paciente ao risco de contrair a candidemia (RIERA et al., 2022; ALVES et
al., 2022).

O rapido diagnostico da candidemia € preponderante para se obter éxito no
tratamento, no entanto ha dois contrapontos: metodologias tradicionais de
diagnéstico, tal como a cultura de sangue, sado pouco sensiveis e o resultado necessita
de tempo prolongado para ser obtido (CLANCY; NGUYEN, 2013; ROUZE; ESTELLA,;
TIMSIT, 2022) e tais infec¢des sao relegadas a segundo plano por 6rgdos de saude,
agencias financiadoras, entre outros (RODRIGUES; NOSANCHUK, 2021).

Métodos diagnosticos como reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
espectroscopia de massa por ionizagcdo com dessor¢cao a laser assistido por matriz e
analisador de tempo de voo (MALDI- TOF MS) para deteccéo de antigenos flngicos
e componentes da parede celular, com boa sensibilidade e rapida obtencédo de
resultados, estdo sendo aperfeicoados, porém com baixa aplicacdo na rotina
hospitalar (KOC et al., 2022; MONDAY; PARRAGA ACOSTA; ALANGADEN, 2021).

Dentre as espécies de Candida que podem levar a infeccdo invasiva estéo: C.
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis (RIERA et al., 2022), no entanto a C. albicans
se destaca por estar relacionada com a maioria das infeccfes deste género (LI et al.,
2022). C. albicans também é a espécie de Candida responsavel pela maior parte dos
casos de candidemia (ALVES et al., 2022).

3.2.1 Candida albicans

Pertencente ao Reino fungi, Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes,
Ordem Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceaea, C. albicans possui sua
parede celular constituida de quitina, garantindo mais rigidez a mesma e membrana
citoplasmatica fosfolipidica composta por proteinas e o ergosterol (ROCHA et al.,
2021; HILLESHEIM, 2022). Por ser um fungo polimorfico, a C. albicans pode alternar
entre leveduras e hifas, sendo essa alternancia de importante papel para a viruléncia
de C. albicans. Além disso, a C. albicans possui uma morfologia de clamiddsporos, ou
seja, possuem uma resisténcia ainda maior (VILLA et al., 2020; RAFIQ, 2022).

As leveduras possuem sua morfologia celular redondas ou ovais e séo

unicelulares, como pode ser visto na figura 1.
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Figura 1- Morfologia da Candida albicans. Legenda: Leveduras (A) e Pseudo- hifas (B) de Candida
albicans.

Fonte: Gomes, 2012.

As leveduras podem tanto ser tdéxicas quanto viver em simbiose no sangue, na
cavidade oral, pele e vagina (CHEN; ZHOU; REN; CHENG, 2020). A C. albicans, na
forma de levedura, chega a corrente sanguinea por trés possiveis meios: por lesdes
mecanicas, onde as lesdes no epitélio intestinal podem ser um meio de translocacgéo
para as leveduras; pelo Mecanismo de “carona”, onde as leveduras acompanham as
hifas no processo de invaséo do tecido; e a ultima hipétese seria a transi¢céo de hifa
para levedura no sangue (CZECHOWICZ et al., 2022; CORTES et al., 2020).

Por meio de enzimas hidroliticas e pressao hidrostatica, as hifas podem aderir
e penetrar as camadas epiteliais do hospedeiro infectado disseminando a candidiase
neste ultimo, e apds disseminada, a C. albicans pode alcangar 6érgados causando no
hospedeiro o risco de morte. Esta transicdo de leveduras em hifas, além de
desempenhar papel importante quanto a viruléncia, ainda concede capacidade da C.
albicans escapar e destruir os macréfagos, sendo esta uma célula do sistema imune
capaz de eliminar resto de células e particulas estranhas (DING et al., 2021; CHEN et
al., 2020).

A mucosa oral apresenta mais de 700 espécies de microrganismos e bactérias.
A candidiase oral é causada pelo crescimento em excesso da espécie de C. albicans
(RHODES et al., 2019). Na relacao entre a C. albicans e os demais microrganismos
da cavidade oral do hospedeiro, alguns microrganismos estimulam a formacéo de
biofiimes enquanto outros inibem. Estudos apontam que as bactérias presentes na
saliva do hospedeiro apresentam uma significativa baixa diante do aumento da carga
de C. albicans (PONDE et al., 2021; LI et al., 2022). Os fatores mais comuns para
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candidiase oral sdo o uso de aparelho ortodéntico, a falta de higiene bucal, o uso de
prétese, entre outros (CZECHOWICZ et al., 2022).

No trato gastrointestinal (TGI), diante de alteracdes na microbiota ou no sistema
imunolégico, como ja citado anteriormente, a C. albicans se dissemina pelo TGl
podendo causar infeccbes sistémicas com alta mortalidade. Na relacdo entre C.
albicans e a microbiota do intestino, algumas bactérias regulam o crescimento de C.
albicans ocorrendo também o contrario. Estudos in vitro mostram que o Lactobacillus
rhamnosus reduz o tamanho das hifas e protege contra danos epiteliais causados pela
mesma (JEZIOREK et al, 2019; RAFIQ, 2022; LOPES; LIONAKIS, 2022; LI et al.,
2022).

A Candidiase vulvovaginal € uma infeccdo que atinge mulheres de todas as
idades, porém, as mulheres em idade reprodutiva sdo as mais susceptiveis. A C.
albicans é a responsavel por grande parte das infeccfes vulvovaginais. Por meio de
transmissao endogena, as leveduras vulvovaginais tém sua fonte oriunda do trato
gastrointestinal e na transmisséao sexual (WILLEMS et al., 2020; CZECHOWICZ et al.,
2022).

Segundo Li et al (2022), os antibiéticos de amplo espectro, quando usados de
maneira irracional, podem causar esgotamento das bactérias do trato gastrointestinal,
levando também o hospedeiro a um quadro de disbiose, podendo desta forma
ocasionar uma disseminacdo da Candidiase, isso porque os antibidticos de amplo
espectro, de forma direta ou ndo, ocasionam o super crescimento de C. albicans
(MORA, 2022; LI et al., 2022).

A C. albicans também pode agir formando um biofilme que confere resisténcia
antifingica e as respostas imunes do hospedeiro. Este biofilme pode variar
morfologicamente e quanto a sua densidade, possuindo uma matriz extracelular que
envolve e garante protecdo as células fangicas, escondendo componentes da parede
celular reconhecidos pelas células da imunidade inata. A formacdo de biofilmes
apresenta resisténcia aos antifungicos tornando a infecgéo por C. albicans dificil de
erradicar (VILLA et al., 2020; EEIX; NETT, 2020; PONDE et al., 2021; JUNQUEIRA,
MYLONAKIS, 2022).

Sendo causa de maior viruléncia e resisténcia contra a resposta imune bem
como aos antifungicos, a formagéo de biofilmes por Candida spp, é entdo um grave
problema que leva o hospedeiro a quadros de reinfeccdo e falhas no tratamento
antifingico (KALIA et al., 2020).
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3.3 TERAPIA ANTIFUNGICA

Os antifungicos mais usados para o tratamento de candidiase podem ser
divididos em cinco classes: azois, equinocandinas, polienos, pirimidinas e alilaminas,
como pode ser visto na figura 2. No tratamento da candidemia quatro classes séo
utilizadas: equinocandinas, polienos, azéis e os analogos da piridina, contudo, 0s
az0is e as equinocandinas apresentam maior eficacia (BARANTSEVICH,;
BARANTSEVICH, 2022).

Figura 2- Mecanismos de acao dos antifingicos em alvo celular
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Fonte: Santos et al., 2018

Os azois sdo os antifungicos de primeira escolha no combate & Candida spp.
(SARI et al., 2019). Em geral isso ocorre por serem antifangicos de ampla atividade,
possuirem seguranca e baixo preco. Os azdéis agem inibindo a enzima lanosterol 14-
a-desmetilase (ERG11), resultando em deplecéo do ergosterol que € componente da
membrana celular dos fungos. Os azéis séo divididos em dois grupos: imidazéis e
triazois. O cetoconazol, miconazol e clotrimazol pertencem ao grupo dos imidazois. Ja
o fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol ao grupo dos
triazois (BOHNER et al., 2022). O fluconazol é o antifiungico mais usado em grande
parte das infec¢des por Candida, bem como para infecgdes invasivas por Candida em
pacientes em tratamento com azéis. (SANTOS et al., 2018; NASHIMOTO et al., 2020).
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O mecanismo de acéo dos polienos, como a anfotericina B, se da por meio da
ligacdo com o ergosterol da membrana celular fangica, formando canais e
consequentemente comprometendo a homeostase celular. Essa ligacdo entre o
polieno e o ergosterol faz com que, rompendo a estrutura celular, haja o
extravasamento dos constituintes da ceélula causando a morte da mesma. A
semelhanca estrutural entre o ergosterol e o colesterol faz com que esta classe néo
seja muito utilizada na prética clinica (OLIVEIRA DOS SANTOS et al., 2018; BOHNER
et al., 2022).

Desenvolvidas no final dos anos 90, as equinocandinas agem inibindo a
subunidade catalitica da enzima B-glucana sintase (FKS). Segundo Bohner et al.
(2022), as equinocandinas além de possuirem baixa toxicidade que resulta em mais
segura ao paciente, este grupo ainda possui atividade antifungica frente a maioria das
espécies de Candida, incluindo as espécies resistentes aos azoOis e polienos
(PRISTOV; GHANNOUM., 2019). Em sua atuac¢éo, ao impedir a (1,3) B- d-glucana
sintase, as equinocandinas impedem a sintese de glucana existente na membrana
celular do fungo. Desta forma, as equinocandinas agem como inibidores n&o
competitivos ligando-se a subunidade FsK1, levando a parede celular fungica a
ruptura, o que resulta em instabilidade osmoética e consequente morte celular
(MOREIRA, 2021).

As alilaminas agem inibindo a enzima escaleno epoxidase (ERGI), esta enzima
é responsavel por fazer a conversdo do escaleno em lanosterol. Desta forma, a
terbinafina (alilamina), impede a biossintese do ergosterol presente ha membrana
celular do fungo. As piridinas, por sua vez, agem inibindo a sintese proteica e inibindo
a biossintese de acido desoxirribonucleico (DNA) na célula fuangica (FIORITI et al.,
2022).

De acordo com Quindds et al (2019), trés pontos devem ser levados em
consideracdo para a escolha do tratamento, sdo eles: identificacdo da espécie de
Candida, tratamento de fatores que levaram a infeccao e, entéo, o uso do antifiungico
mais indicado (QUINDOS et al., 2019).

O tratamento da candidiase oral pode ser realizado tanto de forma oral quanto
sistémica, no entanto, esta ultima é recomendada quando o tratamento topico ndo
tiver sido suficiente. Um dos antifangicos utilizados na candidiase oral € o fluconazol,
este possui elevada biodisponibilidade e baixa toxicidade, além de baixo indice de

efeitos adversos. Diante da resisténcia ao fluconazol, uma opcéo é utilizar o triazélico
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itraconazol contra as espécies resistentes ao fluconazol C. glabrata e C. krusei. No
entanto, o uso de itraconazol pode gerar desconforto gastrico (QUINDOS et al., 2019;
HELLSTEIN et al., 2019; TAYLOR et al., 2022).

Acompanhada de vermelhidao, prurido, corrimento branco e espesso, a
candidiase vaginal gera bastante desconforto entre mulheres. O tratamento da
candidiase vulvovaginal € realizado com os azoéis: clotrimazol, fluconazol, itraconazol,
miconazol e cetoconazol; e a nistatina que é um polieno (COOKE et al., 2022). O uso
de probidticos pode ser usado como meio preventivo contra Candida spp, pois 0s
probioticos apresentam atividade fungicida impedindo a proliferacdo de Candida spp
na vaginal e sua adeséo as células epiteliais (FARR et al., 202; MUNDULA et al.,
2019).

A candidemia é a infeccéo invasiva por Candida spp, tendo a Candida albicans
a maior incidéncia de infeccdo comparado com C. glabrata, C. parapsilosis e C.
tropicalis. A primeira opcao terapéutica para pacientes criticos sem neutropenia, € a
troca da equinocandina pelo fluconazol. JA& em pacientes que apresentam
neutropenia, o tratamento mais indicado € com as equinocandinas (TORTORANO et
al., 2021; CORTES et al., 2020).

Em todo o mundo, a preocupacdo em torno da resisténcia aos medicamentos
€ crescente. Sobre o0 que pode desencadear a resisténcia antifungica é possivel
afirmar que a mesma pode surgir direta ou indiretamente a interagdo droga- alvo por
meio de alteracBes genéticas no sitio de ligacdo ao alvo, superexpressao da
guantidade de alvo disponivel ou alteracdo da concentracdo efetiva do farmaco
(FISHER et al, 2022).

Diante da resisténcia aos antifiingicos, os produtos naturais tém se tornado
alvos de pesquisas quanto a sua potencial atividade antifangica. Assim, o0s
monoterpenos oriundos do metabolismo secundario das plantas, demonstram ser
compostos promissores (RAHMAN et al., 2022; SALEHI et al., 2019; WESTON et al,
2021).

3.4 COMPOSTOS NATURAIS

Em muitas comunidades e grupos étnicos o conhecimento sobre plantas
medicinais representa, muitas vezes, 0 Unico recurso terapéutico basico para

manutencao da saude. Desde os primordios das civilizaces as plantas séo utilizadas
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no tratamento e cura de diversas enfermidades. As observacdes populares sobre o
uso e a eficacia das plantas contribuem para a divulgacdo das suas potencialidades
terapéuticas e embasam o desenvolvimento de pesquisas cientificas em &reas
multidisciplinares (MOURA, 2020; KACHMAR et al., 2021).

Cerca de 30% dos medicamentos utilizados séo originarios de plantas, isolados
diretamente ou produzidos por sintese a partir de um precursor vegetal (THOMFORD
et al., 2018). Os produtos naturais continuam sendo uma das maiores fontes para a
descoberta de novos medicamentos com atividade antimicrobiana, cicatrizante, anti-
inflamatoria, antineoplasica, entre outras (PINHO et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018).
Em relacdo as suas propriedades antifingicas, alguns vegetais ja foram descritos,
apresentando potenciais relacionados a compostos fendlicos, flavonéides, cumarinas,
quinonas, saponinas e xantonas, além de alcalbides, lectinas, polipeptideos e
terpendides (MENEZES et al., 2015; YANQUN et al., 2020; OWUSU et al., 2021).

O uso indiscriminado de antimicrobianos tem sido causa de resisténcia
diminuindo a eficacia dos medicamentos e deixando cada vez mais dificil o tratamento
de doencas. Neste contexto, pesquisadores de todo o mundo buscam alternativas de
tratamento em potenciais substancias naturais, como por exemplo nos terpenos
encontrados nos 6leos essenciais (CESAR, 2021; BORGES, et al., 2022).

3.4.1 Terpenos

A descoberta de produtos naturais bioativos é importante ndo apenas pela
necessidade de caracterizacdo das propriedades farmacolégicas das moléculas em
questdo, mas também pelo conhecimento de novas substéncias que possam ser
utilizadas como alternativa farmacoldgica promissoras (SOARES, 2018).

Os terpenos sdo constituintes que fazem parte da composi¢cdo dos 6leos
essenciais, que por sua vez, sdo empregados na industria para a producdo de
diversos produtos que apresentam efeitos farmacologicos (BONI, 2016; BERGMAN,
et al., 2019).

Estes possuem estrutura tipica e podem ser classificados de acordo com o
namero de carbonos da seguinte forma: hemiterpenos (C5); monoterpenos (C10);
sesquiterpenos (C15); diterpenos (C20); sesterpenos (C25); triterpenos (C30);
tetraterpenos (C40) e acima disso sao considerados polimeros. Possuem atividades
biolégicas bem definidas, tais como antiparasitaria, hipotensora, anti-inflamatéria,
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relaxante da musculatura lisa vascular, anticariogénica e antifungica (VIRIATO, 2014;
YAO, P; LIU Y, 2022).

Esses compostos apresentam funcdes variadas nos vegetais. Os
monoterpenos podem atuar na atracéo de polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral,
apresentam funcdes protetoras contra fungos e bactérias, enquanto que muitos
diterpenos dao origem aos hormoénios de crescimento vegetal. Os triterpenoides e
seus derivados, os esterodides, apresentam uma gama de func¢des. Muitos tém funcdes
de protecao contra herbivoros, alguns sdo antimitéticos e outros atuam na germinacao
das sementes e na inibicdo do crescimento da raiz (TOSCAN, 2010; FEIRIA,2015;
NINKUU et al., 2021; SYCZ et al., 2022).

Acerca das atividades biologicas, dentre os monoterpenos de destaque
encontra-se 0 a-pineno, um terpeno facilmente encontrado nos 6leos essenciais
extraidos de arvores coniferas, eucalipto, alecrim, Psidium e céanfora, cuja férmula
quimica é 2,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-eno, sendo um alceno em anel de quatro
membros. Estudos com o a-pineno demonstram varias atividades antioxidante,
anticancerigena e antimicrobiana (HOU et al., 2019; ALLENSPACH; STEUER, 2021).

3.4.1.1 a- pineno

Como ja foi dito, o a- pineno, classificado como monoterpeno é um
hidrocarboneto biciclico que possui duas unidades de isopreno (C s H g), onde sua
soma resulta na formula Cio Hie. Nos 6leos essenciais oriundos das coniferas, o a-
pineno é o principal metabdlito secundario (figura 3). A atividade biolégica do a- pineno
€ vasta e de grande interesse médico, sendo conhecida por suas propriedades
antibacteriana, antifingica, anti leishmania, anti-inflamatério, antioxidante e
neuroprotetor (UTEGENOVA, et al, 2018; KARTHIKEYAN, et al, 2018;
ALLENSPACH, et al., 2020; KHOSHNAZAR, et al., 2020; ALLENSPACH; STEUER,
2021; NOBREGA, et al.,2021).
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Figura 3- Estrutura quimicas dos enantidbmeros positivo e negativo de a- pineno.

(IR)-(+)-a-pinene (1S)-(—)-o-pinene

Fonte: Adaptado de Salehi et al., 2019.

Encontrado em aproximadamente 40 6leos essenciais diferentes, a-pineno
possui as seguintes caracteristicas: liquido incolor que possui solubilidade em éleo,
nao sendo soluvel em agua e etanol. O mesmo possui ponto de ebulicdo em 155 °C
e odor amadeirado (SCHREINER et al., 2018; SALEHI et al., 2019).

Estudos realizados com o a- pineno mostraram atividade de inibicdo de
crescimento frente cepas de Bacillus, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica, Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces rouxii, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani.
Apresentando, no entanto, diferencas de atividades entre os seus enantiomeros, de
forma que apenas o0 enantibmero positivo possui atividade antimicrobiana e
antifangica (MELKINA et al., 2021).

Em alguns estudos foram realizadas observacdes quanto ao sinergismo do a-
pineno com alguns antibiéticos, de forma que a pesquisa estava voltada para andlise
dessa associacdo. Foi possivel observar que na presenca do monoterpeno a- pineno,
os diferentes antibioticos tiveram sua agéo potencializada (BORGES, et al., 2022).

Quanto a atividade de sinergismo, estudos mostraram que o (+)-a-pineno
associado a ciprofloxacina, potencializou o efeito deste antibiotico frente as cepas de
S. aureus resistentes a meticilina. Observou-se também que, frente cepas de
Escherichia coli, os antibidticos ceftazidima, amoxicilina, cefepima, cefoxitina e
amicacina tiveram suas atividades potencializadas quando associadas ao a- pineno
(LEITE et al., 2022).
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Contra C. albicans, estudos mostram a atividade do a- pineno, também como
inibidor de crescimento de cepas de C. albicans. Em um determinado estudo, a curva
de tempo-kill mostrou que a atividade do a- pineno frente C. albicans, iniciou na T8h,
neste ponto a contagem viavel total comegou a diminuir chegando a zero em T24h
(LOZIENE et al, 2018; SARACINO et al., 2022).

Assim sendo, em decorréncia da ampla gama de atividades biolégicas do a-
pineno e a necessidade de compostos com acao antifungica, baixa toxicidade e baixo
custo, permite-se estudar o mesmo como potencial farmaco que possa ser utilizado
com seguranca e eficacia contra infeccdes de elevada morbidade e mortalidade,

provocadas por microrganismos do género Candida.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa tese estao apresentados na forma de artigos.

4.1 ARTIGO 1

O artigo “Efeito antifungico de a- pineno isolado e em associagcdo com
antifungicos frente as cepas de Candida albicans” foi publicado no periédico Research
Society and Development, volume XI, n. 4, 2022, link para acesso:
https://rsdjournal.org/index.php/rsd/article/view/27748/32750.
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Eesumo

Causada por fumpoes do género Candida spp., a candidizse é relatada como problemsa de sande publica, ocasionando
infacgBes superficiaic e sistémicas. 0 sumento de cepas resistentes soladas e a elevada toxicidsde dos antifimgices
Comvencionais, tém estitmlade a busca por slternativas @ este cendrio, tais como bioprodutos ou compostos isolados,
como exemplo, 05 terpenos. Desta maneira, far-se importante investigar a stividade antifimgica de a-pineno isolado e
em asseciacio com antifimEicos frente a cepas de Candida albicans. Para isso foram determinadss a Concentracso
Tnibitdria Bnima (CIM) e a Concentracio Fungicida Minima (CFM), pela técnica de microdiloicio em caldo do terpeno
isolado e o enssio de associagio (checkerboand) entre o a-pineno e antifimgicos, como fluconazol e anfotericina B. O
o-pineno apresenton ums CIM entre 128 512 pg/ml. & 8 CFM teve os mesmos valores de CIM frente &5 cepas § capas
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ensaizsdas. As demais concentragdes ndo foram possiveis determinar a CFM, devido a0 crescimento fimgico ser maior
ou ipual 3 CDMx4 (limite do feste). Mo enssio de sssociagio, a imberagio o- pineno e fluconazol foi mdiferente, ja as
combinaghes entre o-pineno com a anfotericing B e a nistating obtiveram efeitos sinérpicos. Assim este estndo fortalece
© a-pineno como um promissor agente antifimgico. pois este exibin forte atividade inibitoria frente a cepas de Candida
albicans., com natrezs fongicids. Adicionslments ha a possibilidade deste ser utilizade de forma sssocistiva aos
derivados poliénicos (anfotericing B ou nistating) come alternativa no tratemento da candidiase. Deve-se destacar que
mais estudos precisam ser realizados acerca do mecamisme de agao & oxicidade deste composto.
Palavras-chave: Candida; Terpeno; Terapéntica; Produto natural; Associacio.

Abstract

Caused by fimgi of the grons Candlide spp., candidiasis is reported as a public health problem causing superficial and
hewe stimmlated the search for alternatives to this scenario, such as bioproducts or isolated compounds, such as terpenas.
Thaus, it is important to investigate the antifongal activity of a-pinene alone and in association with antifimgals against
strams of Candida aibicans. For this, the Minimom Inhibitory Concentration (MIC) and the Mininmom Fungicide
Concentration (MFC) were determined by the techmigue of microedilotion in broth of the isclated terpene and the
association assay (checkerboard) between a-pinene and antifimeals, such as fluconazole snd amphotericinge B. The a-
pinene had a MIC between 128 and 512 pg'ml. and the CFM had the same MIC valuwes against the § sirains tested. The
other concentrations could not determine the CFM, due to the fimgal growth being greater than or equal to MICxz4 (test
limit). In the associaton imial, the interaction between g-pineme and fluconsenle was indifferent whereas the
combinations between o-pinene with amphotericin B and mystatn obtained sypergistic effects Tims, this smdy
sirengthens a-pinene as a promising antifingal agent, as it exhibited strong inhibitory activity against Candida albicans
sirains, with a fumgicidal namre. Additionally, it may be nsed in association with polyene derivatives (amphotericin B
or mystatin as an altemnative in the trestment of candidiasis. It should be noted that more stedies need to be carmbed ot
on the mechamism of action and toxicity of this compoumd.

Eeywords: Candida; Terpene; Therapy; Matural product; Association.

Eesumen

Cansada por hongos del genero Candida spp., la candidiasic es reportada como un problems de salud publica,
provocando infecciones superficiales v sistémicas. El sumento de cepas resistentes gisladss y 1a alta toxicidsd de los
antifimgicos convencionsles han estimulado la bhsqueda de slternativas a3 este escenario, como bioproductos o
compuestos aislados, como los terpencs. Por lo tante, es importante investizar la actividad sntifimgica del o-pineno solo
¥ en asociacion con antifingicos contra cepas de Candida albicans. Para ello se determing la Concentracion Mnima
Inhibitoria (MIC) v la Concentracion Minima de Fungicida (MFC) mediante la tenica de microdilucion en caldo dal
terpeno aislado ¥ el ensayo de ssociacion (tableno) entre o-pineno v antifimgicos, como fluconazol y anfotericing. B. E1
a-pinens trvoe uma MIC entre 128 v 512 pg/ml y el CFM trve los mismos valores de MIC frente a las B cepas probadas.
Las ofras concentraciones no pudieron determinar el CFM, debido a que el crecimiento fimgico fue mayor o igual a
MICx4 (limite de prueba). En el ensayo de asociscion, la inferaccion entre a-pineno v fluconazol foe indiferentes,
mientras que las combinaciones entre a-pinens con anfotericina B y nistatina obtrvieron efectos sinérgicos. Por lo tanto,
aste estudio fortalece al o-pinend como un agente antifingico prometedor, va que exhibio una ferte actividad inhibidora
confra las cepas de Camdida albicans, con una nsturalers fimgicida Ademss, puede utilizatse en asociacion con
derivados polisnicos (anfotericina B o nistating) como alternativa en ol tratamiento de 1a candidiacis. Cabe sefialar que
85 necesario realizar mas estudios sobre el mecanismo de accion y la toxicidad de este compuesto.

Palabras clave: Candida; Terpeno; Terspia; Producte naturs; Asodacion

1. Introducio

Doengas cansadas por finzos tém aumentsdo significativamente os indicadores de sands de morbimortlidade em todo

o mmdo (Tenks et al | 202{0). Estims-se que estas infecgfes afetam mais de um bilhio de individoos e que levem a obito cerca
de 1,5 milhfio de pessoas por ano. Embora esses dados sejam alarmantes, a5 mesmas permanecem neglisencisdas por sutoridades
sanitarias (Bongomin et al., 2017).

Infecgbes fingicas 5o, em su3 mamioris, oportomistss, sendo caparzes de ocasionar doencas em pacientes

Immossuprimidos, como aqueles com neoplasizs, transplantados ou mesmo os que se enconiram em [Tnidades de Terapia
Intensiva (UTIs) {Bongomin et al | 2017; Lass-Flirl et al. | 2021). Dentre os principais agentes causadores de Infec gbes Fimgicas

2
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Invasivas (IFL) encontram-se os fungos dos géneros Aspergilius spp., Oryptococous spp. e Candida, com destaque para este
ultimo, cuja espécie Candida alfican: estd mais comuments associada s0s casos de IFI (Song, 20200

Leveduras da especie O albicans podem ser tanto comensais quanto patogenicss, levando a manifestapdes climicss em
individuos com inmmossupressio, que varism desde a forma mucoontines (candidizse crofarmgea, vaginal e cutines) até 2 forma
disseminada, mais grave, relacionada 8s infecgdes nosoecomiais com elevadas taxas de mortalidade (Tawale & Biswas, 2021).

Os antifinFicos convencionais mais utilizados no tratamento das infecges causadas por Candidy spp. 50 os derivados
azolicos (tzis como: fluconszol, itracomazol, miconazol, clotrimazol e cetoconazol), o derivados polienos (fmis como:
snfotericina B e nistating) e as equinocandinas (tis come caspofimgina, micafimgina e snidulofimgins) (FKathiravan et al., 2012;
Patil, 2015; Samtos et al, 2018).

Entretanto, tratamentos prolongados com estes farmaces podem levar 3 efeitos citotoxicos, bem como resisténcis ag
antifimgico, constittindo-se como um grave problema a ser sohucionado (Eathiravan et al., 2012; Visira & Samtos, 2017). Nesse
contexto, 8 busca de alternativas a aste cenario & necessaris, wmas das frentes de posquisa € 3 bioprospeceio pars obtencio de
prodirtos natureis, pois a biodiversidade é uma fonte de ums grands varisdade de compostos bioativos, (Doi et al., 2016; Oliveira
et al, 2014), 2 exemplo dos terpenos, maiores & mais diversos metabolites secundarios de plantas, os quais dessmpenham
importante papel na sua defesa, como fitoalexinas (Minkuu et al, 2021).

Mas plantss, o5 pinenos apresentsm atividsde fimzicids e t8m sido usados hi sécnlos para produzir sabores e fragrancias.
Diversas atividades biologicas estio associadas a0s mesmos, incluindo o uso como mseticida natural (Silva et al, 2012). O a-
pineno (Figura 1) & um terpeno constituinte majoritirio de diversos 6lecs essenciais (Bakkali of al | 2008}, 2 exemplo dos oleos
provemientes das plantas do giners Croton spp. (Fortes & Guedes, 2006; Celedonio, 2008), possuindo atividsde antifingica
contra &5 espécies de O albicans, O tropicalis, O parapsilosis, €. stellatoidea, C. guilhermondii, C. krusei @ Crpiococous
megibemans (Lima ef al, 2005).

Figura 1: Formmla estrunirsl plana do o-pineno.

£

(+)-o-pineno (—)-t-pineno

Fanie: Adapiade de Silva etal (2012).

Dessa forms, o objetive do presente trabalho foi avaliar a atividsde antifingica in wing de o-pineno isolado & em
sssociacio com antifimgices convencionais fremte 35 cepas de Candida spp.
2. Metodologia
21 Cepas fimgicas

Cepas de Candida albicans enssiadss forsm obtidas da Micoteca do Labaratorio de Micologia Clinica da Universidade
Federal da Paraiba. Foram utilizadas 2 cepas padrio ATCC-76485, ATCC-90028 e § cepas clinicas (IM-587, LM 616, A-03,
A-11 A-15 8 A-20)
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11 Reagentes de mso

Os meios de culturs utilizados nos enssios foram dzar Ssboursud dextrose (ASD) e RPMI (Roswel! Park Memorial
Tnsritute) 1640 com L-phetaming & sem bicarbonato de sodio, bem como o terpens a-pinenc, os antifimgicos, dimesilsulfoorido
(DMS0) e Tween 80, foram obtides comercialmente, orimndos do fabricante Sigma Aldrich®.

2.3 Preparacio do Indculo

Para preparacio do indculo, colturas de Candidia spp., foram semeadss em meio mitriente & incubadas a 3522 *C durante
24 e 48 h. Foram utilizados enire 4 & 5 colonias dessas culiuras e, em seguida, suspensas em H.0 destilada esteril, ajustadas de
acordo com o padrao 0.5 da escala de McFarland para obter um indculo de 106 UFC/mL. Por fm, o5 indoolos foram separados
para utilizacio nos ensaios (Hadacek J& Greger, 2000; Ostrosky et al, 2008; Cleeland & Squires, 1991).

2.4 Determinacio da Concentragio Inibitéria Mimima (CIM) & Concentracio Funzicida Minima (CFM)

Os ensaios de atividade antifimgica foram realizados conforme os protocolos de Clinical & Laboratory Standards
Tnestitute (CLST) (2011), com adaptages. A determinsSo da CIM do produto sobre cepas de Candid albicans, foram realizadas
por meio da témica de microdiluicie em caldo com sl de microplaca contendo 96 pogos com fimdo em forma de “TU™
(ALAMARGE),

Inicialmente, forem distribuidos 100 pL de Caldo EPMI nos pogos das placas. Bm seguida, 100 pL do produso foi
dispensado nas cavidades de cada coluna da placa. Logo depois, foi feits wma dilnigio seriada 2 uma razio de wm para dois (1:2),
de forma que as concentragdes finsis nos poges apos a adicio do indoulo foram de 1024 pg/'ml até 0.5 pg/ml. Por fim, foi
adicionado 10 pl do indcnlo des levedurss nas cavidades, onde cada linha da placa refere-se a uma cepa fimgica especifica.
Concomitantemente, foram realizados controls com anfotericing B (1024 pz/ml até 0,5 pg/ml), calde BPMI como controle d2
esterilidade e caldo EPMI com mixule fimgico como controle de visbilidade das levedurss. Tode o ensaio foi realizado em
triplicata e as placas, hermeticamente fechadas e foram incubadas a 35=2%C por 24 h, posteriorments realizada a leiora.

A CIM da substancia foi vista como 8 menor conCentragio capaz de produrir indbicio visivel sobre o crescimento
fimgico da maior porcentagem de cepas verificada nos pOgos, em COMpParagio CoMm 5o controle. A expressdo do resultado & feita
pels madia arimetica dss CIM's dos trés enszics, sendo 3 atividade antifimeica do produto ativa ou inativa, sepuinds os sspuintes
critérios: < shaizo de 500 pz/ml = forte/dtima atividade: 600- 1500 pz/ml = moderada stividade; = acima da 1500 pg/ml = fraca
atividade ou produto inative (Balouir et al, 2016; Sartoratto et al., 2004).

Feita a leitura da CIM, retirou-se 10 pL do scbremadante dos pogos onde foi observada total inibigio do cescimento
fimgico (CIM, CIM x2 & CIM x4) & adicionou-se em novas placas de cultura de células com meio ASD, posteriormente incubadas
em ternperatura de 35-37 °C por 24h A CFM foi & menor concentracso do a-pinens em que BE0 scantecen cresciments fnsico
no meio. O resultsdo foi obtido pala média aritmética das CFM’s obtidss nos ensaios faitos em triplicam (Balouir et al | 2016;
Miube et al., 2008).

15 Ensaio de asseciacio do terpeno com antifangices padroes fremte a5 cepas de Candida albicans

Solugies do composto teste e dos antifingicos foram solubilizadss e preparadas diluigdes em concentragtes dobradas
(2048 e 1024 pz/ml. respectivamente) em relacio 3 concentracio inicial definida e volumes de 100 pl. foram diluidos
seriadaments 1-2 em RPMI 1640. Em cada cavidade com 100 uL do meio de cultura foi inserido 10 % da suspensio fingica.
Cada microplaca estéril foi preenchida no sentido vestical & horizontal, com o composto ®ste & um antfimgico por vez para a
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obtencio do indice de Concentragio Inibitria Fracionads (indice CIF). As placas preenchidas foram incubadas a temperamra e
tempo adequados para cada especie.

O mdice CIF foi caloulsdo através da soma do CIF* + CIFS, onde A represents o antifingico & B o composto teste em
teste. O CTF*, por sua vez, serd caloalado pela relagio CIM* combinade/ CDM* sozinho, engquanto que o CIF® = CDM®
combinsdo’ CIM® sozinhe, Este indice foi interpretado da seguinte forma: sinergisme (= 0.5), aditividade (0,5 — 1,00, indiferenga
(=1.0) ou amragonisme (=4.0) (Eliopoulos & Moellering, 1991).

3. Resultados e Discussio

O o-pineno foi testado frente a § linhagens de Candida alficans (2 cepas padroes ATCC: 76485 e S002E; e 2 capas
sistemicas LM 587 e LM §16; e 4 cepas de amostras bocais: A 011, A 05, A 15 e A 20) e teve suz Concentragio Indbitoria
Minima (CIM) melhor estabelecida. A concentragio fimpicids minima (CFM) também foi avaliads, conforme ohservado na
Tabela 1.

A maoléruls apresenton stividads inibitoria contra todas a5 inhapens testadas, com wma CIM varisndo de 128 e 512
pE/mL. Frents as linhagens de € albicans ATCC 76485 e LM 587 exibin urma CTM de 128 pg/ml (=25%) das § (100%) cepas,
256 pg/ml para as cepas ATCC 0028, LM 616, 4 05, A 11 e A 15 (=62,5%) & 512 pg/mil para a cepa A 20 (=12,5%).

Para Sartoratto & ai. (2004), a CIM da moléola pode ser considerada com forte/otima atividade indbitoria, visto que
fod inferior 2 500 pg'ml.. Entretanto, 30 considerar parimetros estsbalecidos por outros swtores, 3 moléculs pode ser considerada
de atividade moderada (CIM entre 100 e 500 pg/mL) (Holetz et al., 2002; Machado et al , 2005; Santos et al, 2008).

A maioria dos estudos sobre o enantiémero a-pinenc & com foco em células bacterianas, no entanto ainda sio escassos
o5 trabalbos sob a otica da atividade antifingica, havendo entdio uma deficiéncia de dados na literatura sobre o-pinenc que se
OS54 COMMparar com os resultados do presemte astudo.

Silva et al. (2012) detecton a stividade amtimicrobisma de istmeros & enamtidmercs de pineno frente 45 celulas
bacterianas e fimgicas. A Concentragio Inibitéria Minima {(MIC) e Concentracio Microbicids Minima (CMM) desses
monoterpenos tambeém foram determinadss, confirmando que os enantidmeros positives exibiram atividade contra todes os
fumges e bactérias testados, com MICs variando entre 117 e 4,150 pg / ml..

0 terpeno apresentou uma CFM variande entre 128 e 512 pz‘ml para as leveduras testadas. Conira as cepas de O
albicans, 8 substincia exibin uma CFM da 128 pe/ml pars ATCC T6485 & LM 587 (25%) das 8 (100%) cepas, 256 pz/ml. para
a ATCC 90028 e LM 816 (25%) cepas e 512 pg/ml. para a cepa A 20 {12,5%). No entanto, ndo foi possivel determinar a CFA
do produto para as cepas A 05, A 11 e A 15, visto que bowre crescimento nas placas de todas as concentragdes whlizadas no
enszio (CIM, CIMx? e CDMExd), sugerindo que o o- pineno teve agio fumgistatica frente 35 cepas. Logo 3 namrezs fimgicids e
fimgistitica foi dependente da copa encaisds,
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Tabela 1 - Resultsdos da avaliagio da Concentracio Indbitoria Minima (CIM) e Concentragio Fungicids Minima (CFM) do o
pineno frente 45 linhagens de Condida albicans.

Cepas Alfa pimenn Anfoeericina B Controles
oM CFM  CIM  Naturera de Afwidade CIM =200 w*eEst
ATCC-Tadas 08 o8 I'F Tunerida [ #5] + .
. ATCC-9%0028 256 156 1 Fungicida 025 + -
§ LM 587 128 128 1 Fungicia 025 + -
5 LM 618 156 156 1 Fungicida 025 + -
3 Al 156 =104 HD Funistatica 0.25 + -
H Al 1356 114 ND Fungistitica 02 + -
~ AlS 256 14  ND Fungistitica 025 + -
AN 512 512 1 Fungicida 0.50 + -

Legenda: **MO, microrganismo; ***Est, estesilidade: (+), presena de crescimento microbiano em todas as concentragbes testadas; (),
ausencia de crescimento em todas as concentragoes testadas; ND, mzas CFM:CTM nao determinade. Fonte: Awfores (2022).

Umna vez observado esta atividade sntifingica, verificon-se s o terpeno teste poderia ser utilizado em associsgio com
antifimgicos convencionsis. Os resultados do ensaio de associacio do alfa pinens com anfotericing B, miststing e fluconazol
estio descritos ma Tabels 4. Na associacio entre o alfa pineno e os antifingicos anfotericing B e nistating frents & cepa ATCOC
76485 foram observados efeitos de aditividade (ICTF: 0.5 - 1). J4 3 combinaco entre o alfs pineno e flucons=o] resultou em wm
tipo de interagio indiferente (ICTF: =1) frente i cepa ATCC 76485,

Tabela - Determinacio do Indice de ConcenracSo Inibitdria Fracionada (ICIF) da associacio enfre alfa pineno com
anfotericing B, nistating e fluconazol sobre a cepa ATCOC 78485 de Candida albicans.

Anfoiericina B Nistatina Flucomazol

ICTF  Tipode Inferagao  ICIF Tipo de Interagae ~ ICTF Tipo de Interacae

L. aibicans
(ATCC-T6485) 1 Aditividade 1 Aditividade 2 Indiferente

Fonte: Autores (20021,

De acordo com esses resultados, 2 inferacio entre alfa pineno & fluconazs] s= mostrou indiferente. ja a5 combinagbes de
a- pineno & anfotericing B e nistating obtiveram efsites aditivos, sugerindo possivel associzgio entre estes firmaces come
alternativa terapéutica

4. Conclusio

Este trabalho demonstra um promissor agente antfimgice, o-pinens, pois este exibin Sorte stividade inibitoria freate 3s
cepas de Candida aibicans., com neturers fungicids. Adicionabmente hi a possibilidade deste ser utilizado de forma associativa
30s derivados polisnicos (anfotericing B ou nistating) como alternativa no tratamento da candidiase. Deve-se destacar que mais
estndos precizam ser realizados acerca do mecanisme de agao e toxicidsde deste composto.
1
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4.2 ARTIGO 2

O artigo “Antifungal activity of terpenes isolated from caatinga: a review” foi
publicado no periodico Brazilian Journal of Biology, volume 83, 2023, link para acesso:
https://www.scielo.br/j/bjb/a/NNCHzjk9cghYG3CgC53cvQv/?lang=en.
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Abstract

Terpenoids, also mamed terpenes or isoprenoids, are 2 amily of matirl products found in all living organisms.
Marry plants produce terpensids as sscondary metabolites, and these make up a large part of essential odls,
One of most imporntcharacteristic is that the compounds are volatile, havweodor and can be ussd inawvariety of
applications in diffzrent industrial ssgments and tmditional medicine, Brazil has a rich and diverss flora that can
be used as a source of research for cbtaining new molecules, Within the Brazilian flora, it is worth mentioning
the Caatinga as an ewclusively Brazilian biome where plants adapt to a specific series of weather conditions
and thersfiore become a great storehouse of the terpencid compounds to be described herein, Fungal infections
have become increasingly commion, and a great demand for new agents with low toxicity and side effeds has
thus emerged, Scientists must search for new molecules exhibiting antifungal activity to develop new drugs,
This review aims o analyze scientific data from the principal published studies describing the use of terpenes
and their bislogical applications as antifangals,

Keywords terpencids, antifungal activity, Brazil, Northeast, esszntial oils

Resamo

s terpendides, ambém chamados terpenos ou isoprendides, 3o uma familia de produtos naturais encontradas
em tados os organismas wivos, Muitas plantas sio produ mas destes metabalitos sscundidrics, que constitzem uma
grande parte dosdleos essenciis, Uma das caracteristicas mais importantes & que os com postos slo voliteis, tim
odor & podem serutilizados numa variedade de aplicagies em diferentes ssgmentos ind ustriais ou na medicina
tRdicional. O Brsil tern uma fAlora rica ediversificada que pode serutilizada como fonte de pesquisa para a obiengaa
denovasmoléculas, Dentro desta flora, valea pena mencianar a Caatinga como um bioma exclusivamente brasileim
que possui plantas adaptadas a uma série de condig®es climdticas e, portamto, um amazém de compososa serem
descritos, As infecgles fingicas =30 doengas cada wez mais comuns, devido 2 isso esiste uma grande procura de
movos agentes com baixa texicidade & efeitos sscundirios. Os cientistas devem procurar novas moléculas que
exibam atividade antifiingica para o deservolvimento de nowes medicamentos contra as infecgle s fingicas,
Esta revizdo visa analisar dados cientificos dos prind pais e fudos publicados que descrevern o uso de terpendides
e a5 suas aplicagiies biolégicas como antifiingicos,

Palavras-chave; terpendides, atividade antifiingica, Brasil, Nordeste, dleos essenciais,

1. Introduction

The Caatinga's phytogecgraphic domainsare primarily  a considerable variety of secondary metabolites,
in Brazil's nartheast and contain a significant number of  phytoconstituents, and essential oils,and have thus stood
native flora spacies, Plants from the Caatinga, present  out in the pharmaceutical industry ( Moura et al,, 2020}
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These compounds are produced by plants in defense
against disease, and can be classified into primary and
sacondary metabolites. Primary metabolites involve sugars,
amino acids, proteins, and chiomo phyll among others, while
secondary metabalites involve alkaloids, terpenpids, and
phenolic compounds, as well as flavonoids, and tannins,
[Duadubow et al, 20071

Essential pils (E0s) are characterized a5 complex mixtures
of compounds derived from the secondary metabsalism of
plants. Wsually, volatiles present odors and may contain
hundreds individual molecules formed essentially by
manoterpenes, sesquiterpenes, phenylpropanoids, and
isothiocyanates (Felipe and Bicas, 2017 ).

Ingeneral, moncterpenes, and sesquiterpenss, and their
oxypenated derivatives are principal components of EOs.
The concentration of these molecokes varies, and some
mialecubes can make up to 70% of the B0 total, being thus
principal components and therefore responsible for the
EC's attributed bickogical activity (Sharifi-Rad et al2017).

Increases in fungal resistance and the Lack of therapeutic
opfions to treat fungal infections has contributed to the
advent of new, more effective, and less towic therapses
(Singh and Sharmma, 2015 In the northeastern Caatinga,
medicinal plants are widely used in folk medicine by
kocal commumities due to the presence of terpenes
[Abves et al, 2016].

In addition to the development of fungal resistance,
whether inherent or acquired. pharmacotherapy for fungal
infections has been limited due to host toxicity, the struggie
is to find an effective drug against eukanyotic fungal cells
[Silva et al, 2012) This rewiew aims to analyze scientific
data from the principal published studses describing the
use of terpenoids from Caatinga plants and their biokogical
applcations as antifungal agents.

2. Material and Methods

Our study consisted of a bibleographic review based on
thie fllowing descriptors: Terpenoids, Antifungal activity,
Caatinga, Mortheast, and Essential Oils. The results were
wollected through the elecronic databases Medline/PubMed
and Sceence Dired, in Portugwese and English. Research
inclusion criteria related to antifungal activity found in
Brazilian Caatinga wegefation species were considersd.
However, the exdusion criteria were not applied, as articles
are scarce. Papers with dassic citations in the area between
the years 1976 - 1985 were collected:; and recent literature
from 2003 to 2021 was also analbyzed.

3. Resulis and Discussion

31. Ceatnga echrophormecology

Many cultures maintain milkennial traditsons of wsing
medicina plants for different purposes and in different ways
[Rodrigues et al, 3018). In ethnopharmacology, scentific
proof concerming active principles and pharmacological
activities of plant-derived products (which combat
pathologies) can be obtained, and the manufacture of
new medicines becomes possible [Dantas et al., 2018)

]

The current growth in demand for natural produocts, in
addition to social Bctoes and economic constraintsin needy
commaumnities and regional cultures, are related to the great
diversity of pharmacological compounds being used today
(Macedo et al, 2020).

The botanical diversity found in Brazil Bavors the use
of medicinal plants, and the Caatinga is the only exclusive
Brazilian domain containing these plants. The Caatinga
represents about 10% of the national territory and about
0% of Northeastem Brazil. The Caatinga is characterized
by its great diversity, (its diverse and endemic flor i
composed mainly of annual herbaceous and woody shrub
species, with 932 plant specses recorded in the region,
and of which 380 are endemic). Yet the Caatinga still
suffers from a scarcity of ethnopharmacobogical study
anid for scientific characterizatson (Torres et al, 2021], and
legislativwe and practscal problems in maintzining the bsome
are still frequently encountered (Vasconcelos et al., 2007)

Exploring the ethnobotanscal diversity of the Caatinga,
metd[mm}mﬂm the use of 62 native plants sutable

for a pharmacodogical applicatson based on the common
kmoviledge of a ol commundy in the munacipality of Caict,
Rio Crande do Mogte, The most commonby mentioned species
were aroeira (Myrooodron erundenva Aleman), comam
{Ambmroma cearensis), marmeleino (Oroton Wendhememes],
quebra-pedra (Phyllanchus rirurt), and carrapicho
{Acamthospermum fispidum L

D ko the known bioactive potential of their chemical
compounds, certain Caatinga species have demonstrated
pharmacological activity. Emiliano and Balliano (2013}
evaluated the pharmacological activities of Croton
heltomoprifolies and Croron orgyrophyllus, which are
traditionally used as antifungal and anti-inflammatony
drugs, while Meri et al. {2021) evaluated the antioxdant
activity of Crofon argyraphylius. Previowshy used in popular
medicine a5 anti-inflammatories, another 15 plants from
the Caatinga have also shaowen patential for sun profection.

3.2, phyrochemisomy

Many different phytochemical compounds are present in
hegh concentrationsin the Caatinga flora (Moura et al, 2019)
The application aflaboratory anabysss, phytochemical typology.
and experimental studses can determine the medscinal
efficacy of their use, which is colturally disseminated by local
populations. Secondary metabolites. the main pintochemical
constituents with bioactive properties, combat many types
of mecroarganismes, inchuding filamentous fungi, yeasts, and
bacteria. The principal secondary metabokites listed in the
literature are the terpenes, phenolic compounds, nitrogen and
organosulfur compounds, and alkaboids. Howewer, in many
medicinal plant groups, the terpene group (terpenpeds | are
prominent [Verrodk et al, 2018)

33 Tapenoids

Terpenaoids, are mostly found in plants as secondary
metabolites, although they can also be found in animals
as sterols and sgualene. Currently, there are at least
E0,000 terpenoids, making them the most significant
and oldest family of natural products found on earth
(Cox-Ceorgian et al, 2019],

Brarilian jownal of Bology, 2023, vol. B3, sZ70066
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Terpenes play mary roles in living organisms, they
protect microorganiams, anirmals, and plants from both
abiotic and biotic stress, Terpenoid compounds can help
ward off pathogens, predators, and other natural plant
competitors [ Gersherzon; Dudareva, 2007), as well as
sarve medicinal purposes,

34, Climssifications

Terpenes are classified according to the number of
isoprene (C, H,Junits (Figure 1] present in theirmelecule,
which can be: hemiterpenes (C,H, 1, monoterpanes (C g Hl
sesquiterpenes(C, H ), diterpenes | T, Hy. | sesquiterpenes
(T2 Hog) triterpenes [Ty, Hy, ), tetraterpenss (C,, He,) or
polyterpenes (C,, or >, and H, o >} (Mcgarvey and
Criovbeay’, 1985)

3,5, Monmoterpenss

The vast part of monoterpenes are volatile and primary
constituents of essential oils or essences, such as menthol,
linalool, and citral, Monoterpenes constitute S0% of
essential oils and hawve many pharmacological activites
already described in the literature, such as analgesic,
anti-inflammatory, antidepressant, and anticonyulsant
actiwity { Peixobo-Neves et al, 2000), Two monoterpenes
that stand out for their antifungal activity and known in
the literature are thymiol and carvacrol (Figure 2 which
are aromatic monoterpenes very present in plants such
as Lippio sidcides (Verbenaceas) (Baldim et al,, 2022,

36, Ditarpenes

Diterpenes are part of a large and diverse class of unigue
metabolites that can be considered the result of natural
fachors, they can provide chemical defienss against predators,
mechanical imjury, phytophages, pathogens, mechanical
imjury, and ecol ogical interactions They often repressant
an alterrative metabolic strategy o increas: the average
lifie of certain organic substances inside the cell, s well az
other enwironmental factors, Diterpenes, mainhy polycyclic
with a carboayl group, are present in various plant resins,

such as copaiba (Copaffera lmgsdorfil, Fabaceae), There are
several studies imestigating and evaluating the activitiesof

diterpenes isolated from copaifera, including copalic acid
(Figure 3) as a therapeutic alternative for fighting against
microorganisms, (Abrdo et al, 20151

3,7, SesquiteTpenes

The structural diversity of sesquiterpenes promaotes
a wariety of pharmacol ogical activities, not only through
discovery of new malacules but also improvements
in drug development against emerging threats, Although
sasquiterpenes are a class of terpenss, they can be
categorized according to their biosynthetic origin, for
example, carotanoids (MEFP pathway cleavage products],
drimanes, farnesene, and oyclic sesquiterpenes (FPE)
(Chappell &t al,, 2010)

Some compounds originating from the MEP pathway
(Figure 4, such as ~caryophyllene, can be found in a
variety of plants,as an example, onzof the most prominent
comstituents of the essential oils of Prerodon e marginans
and Schinopsis brasifiensis, exhibits anticsddant and

Brazilian journal of Belogy, 2023, wal. 83, 2270055

#ntifungal activity of terpenes: 2 review

anticancer activity (Donati et al, 2015 |, ji-canyophyllene,
alsafiound in Croton zefmmen and Eugenia enflors essential
oils, presants antifungal activity (Santos et al, 2020;
Costaetal, 2022

4

1 3
[soprens

Figure 1. Formula of isoprens (Felip=and Bicas, 2017},

'

ThyTng Zarvserol

Figure 2. Formula of thymal and carvacrol [Felipe and Bicas, 20171
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Figure 3. Molecular structure of copalic acid diterpene
(M=deinos et al, 2021}
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Figure 4, Sesquiterpene molecule [Dias and Amaro, 2020).
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3.8 Triterpenes with significant biotechnological potential. Howewer,
Triterpenas are hydrocarbons that have relatively — oerall, their mechanisms of action still need evaluation.,

complex cyclic structures formed by the condensation of

fwio FPPs, such as squalene (Figure 5], These are principally

found im nature as 1-5 ring systems, and are formed in

plants, animals, and fungi by numerous terpene synthases

such as; squalene synthase, triterpene synthase, and

oxidosqualene cyclase (050 (Garg etal,, 20201

3.9 Antfungol octivity
There are avariety of terpenes that present antifungal
activity, In Table 1, the results of the most recent studies |
can be found, summarized about terpenes whether
extracted from Caatinga plants, or through synthetic
processes, These molecules: terpinena-4-ol, limonens,
y-terpinene, E-cinnamaldehyde, Linalool, o terpineal,
(- Fborneol, p-caryophyllens, germacrene D, and
bicyclogermacrans present good antifungal activity,  Figure 5. Structure of squalene (Dias and Amarn, 2020),

Table 1. Terpenes isalated from Caatinga species and related antirmicrobial activities,

Species rm@r Terpenes imsﬁpbtli Maim resules Referenoe
Eugenin Essential oil - Elemene, Antifungalactivity  High concentrations  (Santos et al, 2018)
umiflara Caryaphyll=ne, and wirulence of essential oil were
D-Cermacrene, inhibition agairst  required toabtainan
Bicyclogermacrene, Condidy albdooms,  antifungal affect, with
a-Bulnesene, Cermacrene C énopéoalis and 0o synergism oo the
B, Selina-1,2,7 C. lorumat combination with
{11 Firien-8-ane, fuconazole - regardless,
Cermaoone, salina-1,3,7 good results were
[11}-trien-B-one epoxide cbizined in reation
o (. alblcans and
C. tropéoalis
Ltppia graclis Essential cil, a-Thujene a-Pinene. Antifungal activity MIC was {Cruz et al, 2018)
and exzaritial ail Mircene, o Terpinene, of theoil and its 0.23 + 0.3 mg/ml, and
emulsions p-Cimene, limonene mancermulsions  MFCOE020.08 mg/ml,
12 Cinenl, y-Terpinere,  againstThihwopks  the fungicide potential
Linalal, Terpinen-4-ol par ndoxn was mairtained at
Mety] tymal, Tymwel, the nanoemulsion
Carvacrol, B-Caricdilene, developed.
a-Humulene, ¥iridiflorene,
Biciclogermacrene,
Espathulenal,
Caryophyllene Cxide
Lippix alba Ess=ntial il of Marjority: Arkimicrobial Cyiotosic activity was  (Santos et al, 201E)
leaves E&-methy-5-hepben-2-cne,  activity [antifungal cbeerved in tumnar cell
nerolf geranial, citral ard antibacterial)  lines BIEF10Mex? and
(neralfgeranial), against 16 A540 The essential cil
E-carpophyllene microorganiss, and — showed activity inall
cylolowic activity  yeasts strains, except
agirst call lines C. afbicans,
B1GF ¥iKe=2, MCE-7,
HUWEC, CT28WT,
A5, MDw-MB-231,
CADD 2, and CHO,
R echinus Essential nil Marjority: Antifungical activioy  The essential cil itself  (Duarteet al, 3016)
Schauer B-Caryophyllene and against Comaidn was not relevant for
bicydogermacrens afbicans, C. kruse clinical use, but it
and ropicalis, and  showed capability o
E. colt, enhance antibact=rial
and antifurgal activicy
of nystatin and
Auconazcle

1] Brazilian journal of Enlogy, 2023, wal. 83, s770eEs



Table 1. Continwed.

Antifungal activity of terpenes: 2 review

Part of the Plant]

Species Extraction Terpenes

Maimresuks  Reference

Eremantfis Exzantial il
arbarns

Main component:
a-Bizabolol

Lppta groctiis Leaveyf Carvacral, thymal

lled

Lippin Leaves]
sidoldes, yprodistillation
Lippta proctiis

Thymal, carvacral

Eugenia Leaves)
unflora L hydm-distillation

Momo- and sesquiterpenes

Lippia alba Leaves]

(MEIL)MEBr. 'hydmdistillation  and caryophyllene mode
ex Brition &

P Wilsen

Epiglobulol, a-bisabolol,
a-irans-bergamotol and
p-caryophydlene.

Cheemical
compasition and
literabure review

of its antimacrobsal

Antifisngal activity

Anifisrgzal activity

Antifungal activity
amd podeniial
anti-virulence

Linalool, trans-ocimencne  Antifungal activity

Antifisngal activity

Antimicrobial

Az the main
component of
the ezsential ol
iz a-Bizabalol,
it has pharmacestical
pobential to present
antimicrobial,
lavicide,
anti-inflammabory
The biomass formation  (Oliveira etal, 2021

of the F. oxympomm
binfilm was indibited
compleiely at esoeniial
oills concentrations
ranging from 03125 1
1mgml .
At concentrations  [Aradjo o al, 3018
of 03 pl. mi1, both
thiz exsential il s
of L gradlis and
L. sideddes imhibited
1005 mycelial growth
of Coletotr idum sp.
The comcentration  (Sanios et al. 2018]
that redisced
microonganismal

(Macedo et al, 2020)

growth
was 28,192 pgfml
while the IC50 waried,
this being betwesn
19247 and
12451.80 pzf miL (il
1007 - BILTE pgfml
(Muconazole) and
1853 - 29560 pgfml
(Auconzzole + oil .
205 Bl pgfml
(Auconz ol + oil .
The exsential pils
shiowed antifungal

(Armuda et ., 20M9)

actiwity, mainly against

& derotiarum, a fngi
species related with
diseases in soybean
plants, with 1008 of
prowth infubition.

Essential oils
oncentrations from
1.0 b 124 pf il
inhibited the growth
off all tested strains,
Several biokogical
attributed o thess
pils, especially

(Miranda =tal, 20820

(Xavier ef al, 2020}

cylobmac, anbomodant

and antifungsl
pn:t-u'lial,a.rn:l'l;g_

other

applications.
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Table 1. Continued.
- Fart of the Plamt/ i .
Species E jon type Terpenes . “"’.""‘-' i Maim results Reference
Mentha Exsential cils, Thee chemical nature of Soreening amd Of all essentid cils  (Freire et al, 2017)
piperita L and citral and ithex esnential oils were selection the best  and molerules, ciral
limamemne: nat studied. Citral and product with pres=nted the best
Limonene. antifungal activity  antifungal adivity,
apaimst C. alficans apainst strains
sirains isolabed mysiatin resistant
from dental
prostheses
Algrico ming  The essental ol b-Pinene and 3-Finene  The antimicrobial — Condids albicoes ATOC  (Veras et al, 2020)
was exiracted by {manoterpene] activity of Algreees 10031 (500 mgdml)
Irydreistillation of minor essentizl oil,  and Condids ghefwatn
the leaves which contains as ATCC 15126
main comstitwents { H000 megfml)
b-Finene and
a-Fimene
Schinue Essential cils Terpenes Antichematactic Resultingin MIC (Maciel et al, 2019)
ireiinthifolin from leaves by and Antifungal ranging from
Iparodistill ation Artion of the 125 pgiml o ower
Essential Oils SO0 pgiml C
from Orypoarya aschersomiana ofl
oschersomiang, inhibited the growth
Schinus of species of the
ter efrinthdfodio, penera Trichoplyion
and Cinnomommum. and Mior osporum and
TN immbined terhmafine
resulted in an additive
interaction effect
Eugenin Leawves exiract Terpenes i potential  Aninhibitory effect  [Bizs-Carbinetal X096
Huiter gi] of plant spedies on dermaiophytes
from brazilian prowth was observed
catinga aginst. for escential oil
Dermatopiytes from beavesof E
uniflora cultivated
in the Brazilian
oerrada for ACE of
E. uniflora, which
exhibitert moderate
activity agamst most
dclinical isolates

[MBCS0 of 12500 pgfml)

ZTheng et al. (2015) investigated Citral’s action
mechanism zgainst Penicillium digiramm. Mitochondria
were extracted and visualized wsing scanning electron

intraceliular and extracellular ATP levels were
evaluated, as well a5 effeds on respiratory metabaolis=m,
citric acid (CAL and enzymatic activity relabed fo TCA
metabolism. The study results revealed that citral was
imvolved ininhibiting respiratory metabolism by affecting
mitechondrial morphology and function. According to
the study, citral diminished enrymatic activity related
0 TCA and its metabolic functions. The same species,
P digiionum, presented sensibility against another terpene,
citronellal. However, its mechamism of action was different.
Ouyang et al. (2021) showed that P. digirmemm membrane
integrity was affected in cells treated with citronellal, and
ergostern] biosynthesis was modified.

Farther, citronedlal inhibitory activity was diminished
wihen exogenous ergosterol was added to restore ergosterol
o normal levels. Consequently, membrane strucure was

=]

also restored, and an accumulation of ergosta-7 2 2-dienol
was ohserved, which made the authors suppose that this
terpene, citronellal, down regulates the ERCS gene. The ERG3
gene is imvolved in Lanosterol comversion into ergosterod, a
fundamental companent of the fungal membrane. Therefome,
through this mechanism, citronellal interferes in fongal
plasmatic membrane integrity. These examiples show how
‘Cefiain terpenes act depending ontheir moleoalar stnochores
and the peculiarity of the targeted cell.

A5 shown before, the same cell can be affecied dafferenthy
by distinct molecules with differing mechanisms.
Shi et al (2019) demonstrated how derivatives of the
same molecule, f-pinene, can act differently. This
type of study helps tv understand which portion of a
molecule interacts with the target cell. The ji-pinene
derivatives presented better results against some species
than others, The study also showed both moderate
and significant antifungal activity throogh pinene
skeleton fusion with the amide portion of acylthsourea
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In analysis of structure-activity relationships, it was
shawn that a trifluormmethyl group at the bemzene ring
of the derivatives. or a fluor atom and mitro group, could
sigmificantly improwe activity.

Brilhante et al. (201%) demonstrated the effects of
Terpinen-4-ol against species of Sporothrix schemckn
complex, a human pathogen that canses sporotrichosis.
The authars investigated its effects against the planktonic
and biofilm forms of 5 scherckfl, Terpinen-4-ol was
effective against both fungi forms, being responsible for
membrane alterations through ergosternl reductions.
The authors also combimed the terpene with other
drugs, such as ergosterol synthesis inhibitors,
such as ITC { 14-e-demethylase inhibitor), and TRE
[squalene epaxidase inhibitor], Synergism was chsersed
for both associations, with distinct inhibiticn points in
the ergosternl biosynthesis cascade.

Besides the mechanisms discussed here, many
others still need elucidation. Research for alternatives
to infections caused by drug-resistant strains makes
this field of research fundamental. it is also essential to
fous on combination therapeutics, as was discussed in
the literature (Brilhante et al, 3019), it is 2 worldwide
tendency. and is becoming an important foous in modern
pharmacology. Since terpenes represent a class of
maabecules with diverse structures and many activities
that =till need elucidation, they are also a promising
discovery field for further research,

4. Future Perspectives

Knowledge concerning bioactive molecules has
increased significantly over the past few years, and
phytochemicals isolated from plants can be fownd which
hawe warious applications in the food, cosmetics. and
pharmaceutical industries (antifungal applications).
Terpenoids are found in such diverse applcations, this
rewiew anakyzes data from studies describing the fungicedal
activity of terpenes and prospects for fisture use_Terpenoids
present differing mechanisms of action, and can interfere
with microbial membrane functions, or suppress vinlence
factors such as production of enzymes and toxins, or by
acting against fungal biofilm formation.

Due b its large termitory, Brazil has a rich and diverse
flora that can be studsed and explored. The Caatinga, as
2 Braziliam exchosivity, still presents plants that are little
known. Swch resounces may provide new molecules and
a diversity of applications for industry. Preservation of
this bsome and new bio-prospective research of its grand
pofential are of great importance.
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Abstrack Covaliida albioms is associated with serious infections in immunocompromised patientd.
Terpenes am naturalbproduct derivatives, widely studied as antifungal alternatives. In a previous
study reported by our group, the anbfungal activity of c-pinens against C. albicans was verified; o
pinene presented an MIC between 128-512 pg/ml. In this study, we evaluate time-kill, 2 mechanism
of action using in silico and in vitro tests, anti-biofilm activity against the Condida allicans, and towicity
against human cells (HaCaT). Results from the molecular-docking simulation demonatrated that
thymichy late: synthase (—52 keal mol—"), and §-14-sterod reductase | —44 keal mol—") presented the
best inberactions. Chr in vitro esults suggest that o-pinene’s antifungal activity invelres binding
to engosterol in the cellular membrane. In the time-kill assay, the antifungal activity was not Gme-
dependent, and also inhibited bicdilm formation, while rupharing up to BE% of existing bicfilm. It
was nir-cy tidiscic b0 human keératinocytes. Cur study supports o-pinene as a candidate bo toeat
funggal infections cansed by O albicans

Keywords: natural product; terpenes; funghcidal activity; biofilm; candidissis; in silico; in vitno

1. Introduction

The advance of medicine has increased life expectancy and aided in the reatment of
many diseases, yet this has also caused much greater susceptibility to opportunistic fungzal
diseases [1]. Patients hospitalized and receiving chemotherapy, bone marmow transplants,
and those with acquined immunodeficency syndrome (ATDS) and other immune-deficiency
diseases are often exposed to invasive fungal infections (IFT) [2]. IFls are frequently asso-
clated with Aspergillus, Crypfococous, and Candida [1]. Candida species are esponsible for
many cases of septicemia, bringing high mortality rates and medical costs as well [3,4].
Candida allicans, a fungus that inhabits the gastrointestinal and genitourinary tracts, amnd
the oral and conjunctive microbiota is the species most mulnl:dasa.neuulogl:al agent
of candidiasis [25]. Candida albicans is the third most-commonly isclated microonganism
in bloodstream infections in hospitalized patients [6]. The World Health Organization
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(WHO) recently published a list of priority pathogenic fungi that pose a threat to public
health. Of the 19 fungal spedes mentioned in the document, Ciondida af o s was noted as
a high-priority- (critical) level pathogen, due to the risks of morbidity and mortality. The
publication is intended to strengthen the global response to fungal infections and use of
antifungal agents [7].

Common antifungals wsed in Cindida treatment, the azoles, are a first choice for their
wide activity, low cost, and for being safe [5,9]. Polyenes, and in more sevem cases of can-
didernia, fluoropyrimidines, and echinocandins are also prescribed, the latter being the best
option for patients with neutropenda [3,10,11]. How ever, treatment is still a challenge [9], as
it cam lead to oy botoexde effects and antifungal resistance [10], ofien caused by seli-diagnosis
and indiscriminate use. The high relapse rate has created a rather worrying scenario [2,5]
Antifungal-therapy failues esult in prolonged illness, higher bocdcity, and more deaths [12].
To reverse this situation, the WHO is attempting incentivize more research in the area [7].

In view of the known increasing resistance to synthetic antifungals and to their toecicty,
it has become mone urgent to promote studies involving natural substances [2]. Natural
products and their detivatives have long been a source of bioactive compounds, including
those with antifungal activity, low boxicity, and low costs [13,14]. Synthetic substances
are expensive to synthesize, and new synthetic compounds that overcome pre-clinical
and clinical stages of fungal infections are rare [15]. Among the mome promising natural
compourkds are the monoterpenses, such as pinenss. These can be found in the essential
oils of coniferous trees (pine), and in turpentine, rosemary, and lavender [13]. One of the
mast relevant pinenes is c-pinens, which pressnts antifungal activity against C albicans, C.
parapsidoss, and C. fropicalis [16-18].

As reported by our group [19], the antifurngal activity of «-pinene against plankionic
strains of C. albicans has been verified, whether alone or in association with other drogs.
A-pinens presented an MIC between 128-512 pg/mL and the MFC presented the same
valoes, which demonstrated its fungicidal effect. Despite the promising results of the study,
better assessment of the effects of a-pinene against C. albioms, such as biofilm activity, and
possible mechanism action, as well as cytotoxicity, are neaded.

The present work aimed to perform molecular-docking, toxicity, and mechaniso-of-
action analysis, anti-biofilm-effect evaluations, and time-kill assays for a-pinene against C.
al hians.

L Results
2.1. Dodking Prediction

As demonstrated in Table 1, o-pinene presented negative ligand-receptor interaction
energies for the molecular targets, demonstrating affinities mainly for thymidylate synthase
{—52 keal mol—1) and & -14-stero] reductase {—44 keal mol-1).

Table 1. Binding-energy (keal mol—1) values of cepinene with the molecular targets 1,3-f-glucan
aynthase (20Y), b-14-skerol mductase (QOUV), 14-a-demethylase (3IUV), and thymidylake sy
thase: (30]7).

Compounds
oo £14-Sterol 1,3-f-Glucan Thimidylate
3JUv} {4QUV) 2]0Yy 307N
Enengy
(keal/mol) —16 -4 -2 —52

Figure 1 shows that the «-pinene inferactions with the amino-acid residues are me-
diated by hydrogen bonds (depicted in blue). The structures (in blue, red, and green,
respectively), correspond to hydrogen, steric, and electrostatic bonds.
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Figure 1. PDB ID protein—a-pinéne intéraction maps. (A) Map of interactions between the PDB
protein ID 3JUV (14-a-demethylase) and a-pinene; (B) Map of interactions between the PDB ID
4QUV protein (8 -14-sterol meductase) and a-pinene; (C) Map of inkractions between the PDB ID
2J0Y protein (1,3-B-glucan synthase) and a-pinene; (D) Map of inte ractions between the PDB [D 3QJ7
profein (thymidylate synthase) and a-pinene.
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2.2 Sorbitol and Exogenous Ergosteral Assays

Sorbitol is an osmotic protector that minimizes the effects of chemical agent(s) on
the fungal cell wall. In our study, the presence of an cemotic protector did not affect the
minimum concentration of «-pinene required to inhibit cell growth for C. albicms ATCC
76485, suggesting that its mechanism of action is not related to distuption of the cell wall
(Table 2).

Tabie 2. MIC values (pg/ml) of drigs in the absence and presence of sorbitol (18 M) and exogencus
engosterol (LO0E mM) against C_ albiomns ATOC 76485, Values ame expressed in ug/ml.

Drugs Sorbitol Ergosterol
Absence Presence Absence Presence
o pineme 128 1z8 128 =512
Caspodungin L1105 z MA MNA
Amphotericin B NA MNA 125 =512
N meot applicable.

Om the other hand, our indings showed that the MIC of c-pinene increased (from
128 pg/mL to >512 pg/mlL} in the presence of exogenous ergosterol. This suggests the
disruption of cell-mermnbrane permeability is likely relaied to membrane-ergosterol binding
(Table 2).
2.3. Time-Kill Assay

While subjected to different concentrations of the c-pinene, yeast grow th w as analyzed
over time. O albicans ATCC 76485 was subjected to the experimental method for microbial
death kinetics (Figure ). The graph presents the logl0 of CFUY mL versus time of exposume
in the presence of e-pinene (MIC/ 2, MIC, and MIC = 2}, the standard antifungal, and the
control. The graph reveals that the a-pinens concentrations of MIC,/2 and MIC present

fungicide activity at 4 hof exposure, since therewas a reduction of kess than 3 logye CFU /mL
of the initial inocuhim, This behavior was also seen for the MIC x 2 concentrations at up

to 2 h of exposume. Therefore, it was possible to identify in the time-kill tests the fact that
fungicidal activity of a-pinene is not me-dependent

107

sl
AL
MIC
MIC = 2

3 3
bhd b

Lug I CimL

101

1&3 1 . 1 1 1 1 1 1 I !
0 2 4 & 5 A AZ-4 16 -8 20 22 24
Tlosur-

Figure 2. Time-kill curve for C albicans ATCC 76485 when exposed o varions concentrations
of e pinens at diffesent time intervals. MIC: Minimom h'llnhfll:r:u"\r Comcentration CFLE Enlﬂ'rg,r
Forming Unit.
14 u-Finene Anti-Biofilm Adivity

Rupture percentages of existing (mature) biofilm are shown in Figume 3. According
to the data obtained, we observed that o-pinene presented significant rates of biofilm
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rupture at all tested concentrations (MIC, MIC = 2, and MIC = 4) and for all strains (except
the AD5 strain, which was less than 50%). The highest rupture rates (between 71% and
B8%) were observed for the higher concentrations of the substance, and there wem no
significant differences between biofilm rupture rates between species when tested at the
same coneentrations.
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Figure 3. Ruptume of mature O albioms biofilm afier exposure to different conaentrations of a-pinene.
Fp < 005 4 p < 0001; ** p < (LK as compared to the control group. MIC: Minimum Inhibitory
Concentration; LM: from the UFFB My cology Laboratory.

15. Cytotoxicify Assay against HaCal Cells

Afer 24 h of teatment, a-pinene induced significant oy totoodeity at 1024 pg/ml, with
54.98 £ 2 22% inhibition of cell proliferation. At 48 h of incubation, significant a-pinens
oy tovbowic effect was observed bebwesen 512 and 1024 pg/ml, with the respective inhibition
of cell- grow th percentapes of 17.29 + 1.93% and 78.11 £+ 0.32% (Figure 4).

A 24h 5 aih
B -
7 7
7
£ z
e :
L= s =]

k]

Corrol “20 2% 612 i COD Gooargl 125 258 512 024 OMES
-rpncne {igimby g-pincnc {igimLp

Figure 4 Cytotocicity of o-pinéné againgt human gl line HaCaT at 24 and 48 h (A} Cell viability
after 24 b of o-pinene teatment. (Br Cell viability after 48 h of c-pinene treatment. Data were
analyzed with GraphPad Prism 8.0 software and presented as the mean < SEM of three independent
tests performed in quadruplicate. Sgmificant diflerence (p < (L05) when companed o drg-fee grovwth
control (a).

3. Discussion

In silico assays, particularly molecular docking, are important tools in medicinal
chemistry. They serve to predict molecular interactions between structumes, generally a
receptor protein and a ligand. Docking analysis calculates the energy values needed o
perform the coupling in each of the possible linking sites [20]. There are no previous

52



Antibintics W03, 12, 450

Gof1l

studies reporting the interaction of cepinens with the tested eneymes. In the study, the o«
pinene-thymidylate synthase interaction presented the lowest binding energy, leading to a
prediction that the phytoconstitsent has the ability bo bind to this receptor with consequent
activity involving fungal-DNA synthesis [21].

Many drugs available for clinical use interact divectly with ergosterol, causing damage
to the fungal cell membrane. It can be verified whether test products ineract directly with
ergostero], and if the effects of the slected compounds on the fungal el ane due to binding
to ergosterol present in the membrane, sine in the presence of ecogenous ergosterol in
the culture medium, prevention of membrane-ergostero] binding occurs. The MIC of the
product tends to increase in the presence of exogenous ergosterol, because it will need
higher concentrations to interact with membrane ergosterod [22]. The exogenous-ergoserol
and sorbitol assays in the present work suggest that the antifungal activity of a-pinene
may be mlated to ergosterol binding in the fungal cytoplasmic membrane, and the data
described is unprecedenbed.

Yeast prowth over time was analyzed using various concentrations of test product
and including a viable ell count, verifying fungistatic or fungicidal action, and the analy-
sis of the microorganism—test product interaction, to characterize concentration/ activity
dynamics over Hme [23].

It was seen that a-pinene presents a fungicidal effect, and that this effect occurs afer
4 h of exposure to the drug, cormoborating what was observed in our previous study [19],
which demonstrated a fungicidal effect through the determination of MIC and MPC.

Silva et al. [12], aiming to determine the death-time curve of C. allioms and MESA,
observed that a-pinene positive enantiomers were fungicidal after &0 min of exposure.
Bactericidal effect was cbserved after 6 h of incubation. Discordant with our study, this
result can be explained by the fact that a different strain of C allfoms was nsad. Saracino
etal. [24], observed no a-pinene effect against C albicms in the first 6 h, a decrease in cell
viability at 8 h, and complete cell death at 24 h

Biofilms ame sessile microbial communities surrounded by self-produced extracellular
matrices which are considerably more resistant to corventional antifungals and requine
higher effective concentrations. Assaying anti-biofilms is therefore important [25,26]. The
data obtained demonstrate that c-pinene was able to perform mature biofilm disruption at
all concentrations ested (MIC, MIC x 2, and MIC » 4).

The a-pinens biofilm-formation-inhibition assay has aleady been conducted, demon-
strating 100% inhibition at the MIC [13]. However this is the first study that explotes the
potential of «-pinene in the eradication of preexisting biofilm. HaCaT cells, an immortal-
ized keratinocyte ineage, have been widely used in in vitro assays, and are an invportant
tood for studies of epidermal homeostasis and its pathophysiclogy [27]. In this study, the
cytotoxicity of a-pinene against HaCaT cells at 24 h and 48 h was also evaluated. At 24
h, the test substance caused cell death ondy at the maximum concentration, 10242 pg/mil.
At 48 h, the result was similar, with viability abowve 50% MIC, being cytotoeic only at the
highest concentration

Similar results weme also obtained in a study of a-pinene photo-protective activity.
HaCaT cells were subjected to a single UVA-radiation dose in the presence of the substance
(30 pM), and difflerent cellular endpoints were analyzed. The 3125 pM concentration
revealed a viability percentage above 50%, with e-pinene being cytoboxic only at 1000 phd
The study demonstrated that e-pinene prevents UVA-induced oddative stress, and inhibits
ROS generation, and lipid peroxidation in HaCaT cells [25]

Karthikeyan et al [29], also demonstrated that the substance prevents UVA-induced
photo-aging through the maintenance of intracellular anticedidants, modulation of Bax,/ Bol-
2 expression, and preventing cell death by hindering the activation of apoptotic-efiect
mediators, such as the expression of caspase-3. The monoterpens also suppressed metallo-
proteinases and inhibited the UVA-induced activation of proangiogenic and inflammatory-
protein expression, preventing the photo-aging process.
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In the docking tests, it was observed that e-pinene presants better interaction with
thymidylate synthase, mvealing fungicidal activity against Candida albicms through a
mechanism of action likely relaied to ergosterol complexation. In the time-kill assay, it was
demonstrated that the fungicidal activity of a-pinene is not time dependent, and that it also
inhibits biofilm formation, with up to B8% ruphure of preexisting biofilms. The cytobomdcity
test revealad that a-pinene was not toxic o human keratinocy tes.

4. Materials and Methods
4.1. Test Substance, Anfifungal Drugs, and Culture Media

The test substance a-pinene, the antifungals (amphotericin B; caspofungin), ergosterol,
and dimethy lsulfodde (DMS0) weme commercially obtained from the manufachurer Sigma
Aldrich®. Sorbitol was obtained from VETEC Quimica Fina Ltd.a-Rio de Janeiro/ R]. The
culture medinm Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Difco Laborakories, Detroit, M, USA)
was used for the mainenance of the Candids strains. The liquid culture medium Roswell
Park Memorial Instituie (RPMI)-1640-L-ghatamire (without sodium bicarbonate) (Sigma-
Aldrich®, Sao Paulo, SP. Brazil) was used for the antifungal assays. Both culture media
were prepared according to the manufacturer's instructions. The a-pinene was dis-solved
in DMSO (with a final concentration of 0.13% and 1% for the cytotocdcity Assay and
anti-fungal activity, respectively ).
4.2, Microorganisms

The following strains were used in the experiments: Candida al bicans ATCC 76485, C.
albioens ATCC-9028, C. albicans LM 587, and C albicans A05. The strains were provided by
the Mycology Laboratory at the Federal University of Paraiba-UFFB. The microorganisms
were kept in SDA at4 “C until the realization of the tests. Prior toeach experiment, the ells
were eactivated on SDA agar plates for inoculum preparation, and the microorganism
colonies were suspended in a 0.85% sterile NaCl solution, and then adjusied to the (L5 scale
of McFarland stamdard [30,31].

4.3. Molecular Doddng

The structure of o-pinene was downloaded from PubChem (https: // pubchem.nebi
nlmunihogov/; accessed on 1 February 2022), in sdf format The reeptors investigated
were: 14-o-demethylase, §-14-sterol eductase, 1,3-f-glucan synthase, and thymidylate
synthase. These were downloaded from the Protein Data Bank (hitp:/ /wowrwercsb.org /pdb /
home, home. do accessed on 5 February 2022) with the respective IDs: 30UV [22], 4007V [33],
2J0°Y [34], and 307 [35]). The ligand and selected meceptors were docked using the Molegro
Virtual Docker, w 6.001 (MWL) [36]

The proteins and ligand structures were prepared using the defanlt parameter settings
in the software. Characteristic models that wene expected to be relevant for binding the
a-pinene ligand weme also genetated. The MolDock evaluation model [GRID] was used as
the evaluation function, and the MolDock search facility was used [37].

4.4 Meohumism of Action
4.4.1. Effect on the Fungal Cell Wall

To evaluate the fungal-cell-wall-terpens interaction, the MICs of the products wene
evaluated in the presence and absence of an osmotic stabilizer, 0.8 M sorbitol. If the product
aced on the fungal cell wall, it would cause cell Iysis in the absence of the osmotic stabilizer,
but would allow fungal grow th in the presence of sorbitol. Thss, the antifungal products*
MIC's were compared in the absence and presence of (L8 M sorbitol.

Determination of the product MICs (in the presence of sorbitol) was performed simi-
larly to the normal MIC determinations. In each plate well, 100 uL of RFMI 1640 liquid
medium previously supplemented with sorbitol (MW = 182.17) (WETEC Quimica Fina
Ltd.a—Rio de Janeiro/ R]) was added, both doubly concentrated. Subsequently, 100 pl
of the product solution, also doubly concentrated, was added to the wells of the first row
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of the plate. Through a serial dilution (ratio of two), concentrations of 1024 pg/mL to
0.125 pg/mL of the products were obtained. In the case of sorbitol, each well presented a
final conentration of 0.8 M. Finally, 10 uL. of the fungal inoculum was added to the wells,
and each colurmn of the plate referred to a specific fungal strain

A microorganism control was performed, in which 100 pL of the same EFMI 1640,
sorbitol (0L8 M), and 10 pL of the inoculum of each species were added to the well. A
sterility control was also performed, placing 200 pl. of RFMI 1640 in a well without the
fungal suspension. Arnd finally, a control with DMS0 (DMS0 1% + inoculum + RPMI 16400
was

The same procedure was also performed with the antifungal caspofungin serving as
a control, since it acts against the grow th of fungi by inhibiting f-1,3-D-glucansynthase
present in the cell wall. The plates were incubated for 24 h at a temperature of 35-37 °C,
and a subsequent visual reading of the plates was performed [22,33].

4.4.2. Ergosterol Binding Assay

Determination of the product MICs with and without exogenous ergosterol (400 pg/ mL)
was performed in the RPMI 1640 medium, according to the methodology deseribed above.
The culture medium (EPMI 1640) was used in the absence and presence of ergosterol
{Sigma—ﬁnld:id{i', 5t. Louis, MO, USA). Finally, a control was performed with amphotericin
B, which has a known mechanism of action of interaction with rmembrane ergosterol [29].

4.5. Time-Kill

The microorganism death- time curve was used to assess the minimum time mequired
for the death of the fungal strains in the presence of the phytoconstituent (26). The yeast
strains” response was observed for minimurm imhibitory concentrations of the product
during 24 h. First, 1 mL of the fungal suspension was inoculated into 9 mL of SDA with
the substance in increasing concentrations, with MIC /2, MIC and MIC x 2, respectively,
cormesponding to 128 pg/mL, 256 pg/mL and 512 pg/ mL. Fungal-growth control was also
performed. Atintervals of 0, 2h, 4h, 8 h, and 24 h afler incubation, 10 pl. of the inocalum
was uniformly seeded on SDA plate. The plates were incubated at 35 + 2 *C for 2448 h
At the end of the incubation period, the existing CFLU in the Peiri dishes weme counted,
and the numbers per mL of solution in each period weme determined for each substance in
its 3 comeentrations. The experiment was performed in duplicate, and the time-to-death
curves wemn made by plotting the mean colony count (logl0 CFU /mL) as a function of tme
(in howurs) with the GraphPad Prism software. Antifungal activity for the substance was
comsidered when there was growth greater than or equal to 3 loglD (99.9%), and fungistatic
activity when there was a eduction in grow th of less than 3 log10 (<99.9%) CFU/ mL [40].

4.6. Bigfilm Eradication

In order to observe whether the monoterpens was capable of causing damage to
mature biofily, 10 pl. of Candide albicans fungal inooohim, strains LM 587, LM A05, ATCC
90028, and ATCC 76485 were incubated for 48 h at 35 £ 2 °C in 100 pL of EFMI broth,
to form biofilms. After discarding the conients of the wells, 100pL of RPMI 1640 broth,
containing different concentrations of e-pinene (MIC, MIC x 2, and MIC x 4) was added
and incubated again for 48 h at 35 + 2 “C. At the end of the incubation period, quantification
was performed using the crystal-vioket assay. Briefly, the biofilm-coated wells of the S6-well
plates were washed twice with 150 pL of FBS, and then air-dried for 45 min Afterwards,
each well was stained with 110 plL of 0.4% aqueous crystal viclet, also for 45 min. Then,
each well was washed four imes with 350 pL of sterile distilled water and immediately
stained with 200 pL of 95% ethanol. Finally, after another 45 min of decolorization, 100 pL
of the solution was transferred to a new well and the amount of crystal-violet stain in
the decolorizing solution was measured with a microtiter plate reader (SpectrabIAX 340
Adjustable Microplate Reader; Molecular Devices Ltd, Sunnywale, CA, USA) at 595 nmn
The analyses were performed in triplicate, and the results expressed as the arithmetic mean
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of the absorption values obtained, these being plotied in graphs with the statistical softwane
GraphPad Prism GraphFPad Prism version 8.0.0 for Windows, GraphPad Software, San
Driego, CA, USA. To calculate the percentage of ruptume of the biofilm formed, the formula
used was: biofilm rupture % = 100 — [(ABS59) test/ ABS590 control) = 100] [£1].

4.7. Cytotoxicify Assay apeinst HaCal Cels

To evaluate the cytotoxicity of c-pinens, an MTT assay was performed. The human
cell line HatCaT (keratinocy tes) were cultured in DMEM medium supplementad with
10% fetal bovine seTum, 100 U/ mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin at 37 “Cina
humidified atmosphere with 5% CO.. Cells were seeded into 96-well plates at a density
0f 3 x 10° call/mL Following a 24 h period, the cells were incubated, together with c-
pinene (128, 256, 512, or 1024 pg/mL) dissolved in DMS0 (0.13%). Each experiment was
performed in quadruplicate. The positive conitrol was treated with DMSO (20%). Finally, a
comtrol with DMSCr (DMSO+ cell line HaCaT + DMEM) was performed. After incubation
for 24 h and 48 h, the supernatant was discarded, and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1}-2 5
diphenyltetrazolium bromide (MTT) solution (5 mg/mL) was added, and these wene
incubated together for ancther 4 h The formazan deposited was dissolved with Sodium
Dodecyl Sulfate (SDS) -[I{HII#L}. The optical densities were measurned using a microplate
reader (Synergy HT, BioTek™, Santa Clara, CA, USA) at 570 nun [42].

5. Conclusions

The e-pinene presented fungicidal activity against Candida albicans through a mecha-
nism of action likely related to ergosterol complexation, yet other pathw ays may be related.
The docking test showed that the best molecular interaction for e-pinene was with thymidy-
late synthase. In the time-kill assay, its antifungal activity was not time-dependent, and
a-pinene also inhibited biofilm formation, while rupturing up to 88% of existing or pre-
forrred biofilrn c-pinens was non-cy totoxdic o hurnan keratinocytes. Our study supports
a-pinens as a candidate to treat fungal infections caused by C. allicms.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos, apresentados e discutidos nesta pesquisa

conclui-se, portanto, que o a-pineno:

e Possui atividade antifangica frente cepas de Candida albicans, com potencial
fungicida para 50% das linhagens testadas;

e Sua interagdo com fluconazol se mostrou indiferente, jA& as combinagdes com
anfotericina B e nistatina obtiveram efeitos aditivos, sugerindo possivel
associacao entre estes farmacos como alternativa terapéutica;

e Sua atividade antifingica envolve ligacdo com o ergosterol da membrana
celular fungica;

e No ensaio de time kill foi visto que a atividade antifingica ndo foi tempo
dependente;

e Foi capaz de destruir o biofilme pré-formado, rompendo até 88% do biofilme ja
existente;

e Na&o apresentou citotoxicidade frente a queratinécitos humanos (células
HaCaT);

e Sugere-se entdo que o a-pinene seja utilizado para o tratamento de infeccées

fungicas causadas por C. albicans.
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RESUMO

A Copaiba & uma arvore comum na América Latina e na Africa Ocidental, que pode ser
encontrada no Brasil nas regides Sudeste, Centro-Oeste e Amazdnia. Na classificagdo
botinica, a copaiba pertence a familia [eguminosae, subfamilia Caesalpinioideae e
género Copaifera. O oOleo gue é extraido demonstrou ter acdo anfi-inflamatoria,
cicatrizac3o, analgésico, antibacteriano, propriedades antifiingicas e antitumorais. O
presente trabalho teve como objetivo fazer uma revisao de literatura, apresentando o uso
do dlec-resina de Copaiba, arvore nativa de nosso temitario, apontando os diversos usos
na medicina popular. Os resultados demonsiraram que a partir desse estudo pode-se
avaliar a atividade antimicrobiana do olec de Copaiba, apresentando atividade
bacteriostatica e fungistatica. Avaliou-se o efeito fungitdxicodo dleo de resina e do dleo
essencial desta planta. Sugere -se que & possivel exirair compostos com agio
antimicrobiana de vegetais disponiveis em nossa pais. S50 necessarias novas pesquisas
referentes estas plantas medicinais de uso popular, cujas propriedades possam auxiliar
em tratamentos terapéuticos e possam ser utilizadas como prototipos para o
desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: Copaiba. oleo. antibacteriano. antifingico.
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A Utilizagdo dos Oleos Essenciais na Odontologia: Uma Revisio
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RESUMO

O Brasil & o pais com maior diversidade de plantas nativas do mundo distribuida por seis
grandes biomas nacionais (Amazonia, Caatinga, Cerrados, Mata Atldntica, Pantanal e
Pampas). Mas iltimas décadas, tem aumentado a procura por medicamentos
alternativos, sendo principalmente originarios de extratos naturais. Os dleos essenciais
s30 substincias naturais complexas, volateis, lipofilicas e de baixo peso molecular,
encontrados nas plantas aromaticas. Dentro da Odontologia, os Oleos essenciais
desempenham importante papel como agentes antimicrobianos, agentes antiflingicos e
na analgesia para a realizag3o dos procedimentos. O presente trabalho trata-se de uma
revisdo da literatura de cardter descritivo realizado a partir de buscas de artigos
cientificos em bancos de dados da Biblioteca Virtual em Sadde (BYS), Pubmed, Lilacs e
Scielo, A cavidade bucal € uma area gque pode ser amplamente beneficiada pelas
pesquisas com fitoterapicos devido as agcbes antimicrobianas sem causar o aumento da
resisténcia bacteriana e alteragdo na microbiota oral. Além disso, propriedades como
controle da carie e de gengivite em longo prazo foram constatadas, bem como atividade
contra a perda progressiva de estruturas periodontais. Os estudos também observaram
atividade anfifingica dos dleos essenciais, bem como ag3o anti-inflamatoria. O Brasil
possui enorme potencial para desenvolver fitoterapicos, possibilitando tratamentos
altemativos para as afecgdes anntulnglcas algumas plantas com propriedades para o
desenvolvimento medicamentoso s8o: Cravo da Indla Roma, Malva, Tanchagem,
Amoreira, Salvia, Camomila, Aroeira-do-sertdo. Cunmdu as pesquisas cientificas,
infelizmente, ainda sdo escassas sobre os beneficios dos produtos naturals nacionais
para a area odontologica e elucidagdo de suas propriedades farmacologicas.

Palavras-chave: Oleos volateis, plantas medicinais, odontologia, odontologia baseada
em evidéncias.
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? Professor efefivo da Escola Técnica de Satde. Universidade Federal da Paraiba- UFPB.

RESUMO

A leishmaniose trata-se de um conjunto de doengas infecciosas, ndo contagiosas,
causadas por protozodrios de género [eishmania. No Brasil, os principais vetores sdo
o5 insetos flebotomineos, e os principais representantes s3o0 o Lufzomyia longipalpis e
[ cruzi, sendo os mamiferos os hospedeiros vertebrados naturais. Visto que os
tratamentos disponiveis atualmente sSo pouco safisfatorios, a busca por novas
alternativas efetivas tem crescido, e o uso de plantas medicinais e seus derivados vem
ganhando destague. Dentre os produtos derivados, destacam-se os dleos essenciais e
seus fitoconstituintes. Devido fatores como a baixa densidade e rapida difusdo através
da membrana das células em raz3o da sua lipossolubilidade, os dleos essenciais tendem
a melhorar a inserg3o dos compostos bioativos afetando os parasitos e se mostrando
eficazes no tratamento e prevengio de doencas parasitarias. Foi observado que diversos
consfituintes, como p-cimeno, 1,8-cineol, (-) a-bisabolol, apresentaram efeito danoso &
espécies causadoras da leishmaniose, desde toxicidade, alteractes na estrutura, até
atividade leishmanicida. Dessa forma, os Oleos essenciais de diversas plantas
encontradas no bioma brasileiro tém mostrado importante impacto in vitro frente
Leishmania amazonensis, se tomando candidatos promissores no desenvolvimento de
novos farmacos com atividade anti-leishmania.

Palavras - chave: Oleos essenciais, Leishmania amazonenses, tratamento, in wiro.
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Capitulo 06 Atividade Antifungica do Oleo Essencial de Alecrim-Pimenta (Lippia sidoides cham) Frente a
Cepas de Candida spp.: Uma Abordagem Literaria
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RESUMO

Candida spp € um género de fungo que causa frequentemente doencas infecciosas
humanas como a candidiase. As terapias dessa micose tém enfrentado diversos
problemas como o aparecimento de cepas resistentes e alta toxicidade dos
medicamentos atuais, dessa forma, constatou-se a importancia de revisar estudos ja
feitos com oleos essenciais, nos quais possuem baixa toxicidade e com propriedades
fungitdxicas e fungistaticas. A pariir disso, esse trabalho teve como objefivo revisar
em varias bases de dados académicos a atividade antifiingica do dleo essencial
alecrim-pimenta frente as cepas de candida spp. Como resultado, foi venficado nos
estudos que o dleo essencial que foi obtido e preparado por meio das folhas de L
sidoides, apresenta atividade antifiingica contra tais cepas de candida, e a sua acdo
& devido ao composto majoritario presente na planta, o timol, que & um tipo de
monoterpeno, que apresentou um potencial expressivo de relevéncia clinica, sendo
um dos principais constituintes de varios dleos essenciais extraidos de plantas
aromaticas , possuindo caracteristica favoravel por possuir solubilidade em agua e
baixa toxicidade, ocasionando alteracbes morfoldgicas no microrganismo, impedindo
o crescimento ou reduzindo estruturas como hifas e pseudohifas.

Palavras — chave: Candida, dleo essencial, antifingica, timol.
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Capitulo 09 Potencial Antimicrobiano Da Schinus terebinthifolius Raddi {Aroeira-Vermelha): Uma Revisio
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RESUMO

A Schinus terebinthifolivs Raddi é conhecida popularmente como aroeira e pertence a familia
botdnica Anacardiaceas. E uma arvore com ampla distribuicSo mundial utilizada
tradicionalmente no fratamento de diversas enfermidades, tais como as doencas infecciosas.
A terapéufica dessas doencas tem enfrentado uma série de problemas, dentre eles o
aparecimento de cepas resistentes e alta taxa de toxicidade dos medicamentos atuais. A
partir disso, esse trabalho objetivou pesquisar, em bases de dados académicas, o potencial
antimicrobiano da Schinus ferebinthifolius Raddi (aroeira-vermelha) frente a diferentes
cepas. Como resultado, verficou-se que o 0leo essencial extraido das folhas da aroeira ja
era usado tradicionalmente no tratamento de problemas respiratdrios, micose e infeccies
por Candida, sendo sua afividade terapéutica atribuida 3s elevadas concentractes de
monoterpencos de sua composic3o. Em estudos recentes, verificou-se que os experimentos
demonstraram resultados satisfatdnios em relacio a atividade antibacteriana e antifingica
da Schinus ferebinthifofius sobre varias cepas. Além disso, fol visto que uma lectina isolada
dessa arvore apresentou uma maior atividade antibacteriana em redacdo ao extrato da folha,
que ndo afetou, por exemplo, espécies como Kl Pneumoniae, Ps. Aeruginosa e Salmonela
entertiois. Resultados semelhantes apresentaram outros estudos, nestes, os autores
sugeriram que o aumento da atividade antimicrobiana se deu em funcdo do aumento da
concentrac3o de lectina, sendo este um dos principais metabdlitos das folhas da Schinus
ferehinthifolius. Entretanto, apesar do amplo espectro antimicrobiano apresentado, faz-se
necessario a realizacdo de estudos aprofundados que assegurem seus efeitos. Assim, dado
sel potencial terapéutico e isolamento de seus metabdlitos, serSo desenvolvidos
promissores candidatos a farmacos.

Palavras-chave: Plantas medicinais, fitoterapicos. Schinus terebinthifofius, antimicrobiano.
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RESUMO

Atualmente, as plantas medicinais e seus derivados representam uma importante
parcela dos remédios empregados pela populagdo. A crescente resisténcia
medicamentosa, ocome devido a inerente selecdo natural, seja pelo uso inadequado de
antimicrobianos ou por métodos altemativos de resisténcia. Esta situagdo tem forgado o
desenvolvimento de novas pesquisas, sendo os extratos e dleos vegetais promissores
quanto & ag3o antimicrobiana. O bioma Cemado, com sua rigueza vegetal, contribui com
incentivos a produgdo nacional e & pesquisa, no intuito de identificar novas espécies
vegetais e compostos bioativos, que possuam propriedades terapéuticas e potencial
atividade anfimicrobiana. Foram realizadas buscas nas Bases de Dados do Portal de
Periddicos CAPES, PubMed, Science Direct e Scielo. O extrato alcodlico da Eugenia
unifiora (pitangueira), apresentou afividade antibacteriana contra linhagens de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas sp. 0 extrato hidroalcoolico
apresentou atividade antifingica frente a cepas de Candida albicans e Aspergillus niger.
O dleo essencial da Lippia origanoide (alecrim — pimenta), foi testado frente as cepas de
Escherichia coli e Salmonella cholerae apresentando atividade antibacteriana, e o extrato
etandlico apresentou perfil de sensibilidade confra estirpes de Sthaphylococcus aureus
e Streptococcus muttans. Os estudos evidenciam, a capacidade que o bioma Cemado
possui para a elaborag&o de novas altemativas terapéuticas, O potencial antimicrobiano
das espécies & atribuido a presenca de taninos e carvacrol na composigdo quimica da
E. uniflora e L. origanoides, respectivamente, e poderiam, serem utilizados para a
mineragdo de potenciais agentes medicamentosos, em combate aos patogenos
resistentes aos antimicrobianos comumente utilizados.
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RESUMO

Atualmente, vém intensificando-se as pesquisas no ambito da quimica medicinal, com o
objetivo de elucidar o consumo de plantas medicinais, seja por meio da obtencdo de
extratos, compostos isolados, fragbes ou dleos essenciais que apresentem algum tipo
de atividade biologica (ARAUJO, 2017). Nesse cenario, destaca-se a Myracrodruon
urundeuva Allemdo, conhecida popularmente como aroeira do sertSo, pertencente 3
familia Anacardiaceae e que possui efeitos antiinfimatdrios e cicatrizantes. Encontrada
em um bioma caracterizado pela sua biodiversidade, a Caatinga ainda apresenta
abundancia em plantas que possuem efeitos terapéuticos, alimenticios, farmacéuticos e
produtoras de dleos essenciais, onde, por sua vez, destacam-se para ufilizacdo de
produtos naturais pertinentes para uso farmacologo e cosmético. Testada para avaliagao
de atividade antimicrobiana, o oleo essencial, extraido das folhas da Myracrodrion
urundeuva Allemao frente a0 microrganismo Staphylococcus aureus, caracteristico em
possibilitar infecces leves e graves na pele, apresentou resultados positivos em
concentragdes de inibicSo desejadas, proveniente da agdo dos terpendides, onde o
terpeno a-pineno apresentou uma atividade superior a 85% frente as cepas do patdgeno
(ARAUJO, 2017).

Palavras-chave: Caatinga, Myracrodruon urundeuva Allemdo, Staphylococcus aureus,
antimicrobiano.
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Abstract: Chagas Disease, also known as American Typanosomiasis, is 3 Meglected Tropi-
cal Diseasze that affects around seven million people, especially mn Latin Amernca. Notewor-
thy, there has been an increase in the pumbers of case reports n non-endemic areas, such as
Morth America, Enrope, Japan, and Australia. The disease is 3 vector-bome disease caused
by the pathogen Trypanosoma cruzi being wansmitted by infected bugs. It is known that
abput forty percent of infected patents develop cardiac, digestive, or nenrolegical alterations.

ARTICLE HIETORY

Rorshonk: Cocamfor 31. 06 There are only two drugs curently used for reatment, benznidazole and niforimox. Howev-
mmi.ml ef, both therapentic regimens present several limitations, such as toodcity, mntagemciny and

low efficiency during the chronic phase. Some reports in the literature poimt to the ooour-
o _— 11 TEDCE of parasite IEIED!.I].EE T OVETCOmE these IJmJtal:u:lns the h-inp_mspecﬁnn_of n_m'e] mu_]-
ecules a5 alternatives is one of the major goals to improve therapeutic success in this chromic
@ Cinsbuk disease. Bioprospecting active metabolites from patural resources might bring new hopes for
identify and test Algae, Bacteria and Fungi-derived bioactive compounds with oypanocidal

Activity using experimental models, in vitne testing and in sifico approaches.

disease control and parasite elimination. Here we summarize the most recent advances to
Kevwords: Chagas disease, trypancsoma cmuz, vimlence factors, therapentics, algal proteins, fimgal proteins.

1. INTRODUCTION
1.1. General Aspects of Chagasz Diseaze

Descnibed over 100 years ago by the researcher Car-
los Chagas, Chagas Dhisease shll has a considerable
epidemiclogical relavancs [1, 2]. Weorldwids, mostly
Latm America, 6 to 7 million people are estimated to
be mfected with the parasite, Trypanosoma cruzi [3].
Despite the efforts to control this dizease in endemuc
areas, there has been a growing increase In case reports
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1 mon-endermic areas, ke Nerth America, Europs, Ja-
pan, and Awnstralia [4]. Only in the USA, the estimative
15 that more than 300,000 pecple are mfected [3]. In
these locations, mon-vectonal pathways are the mam
sources of protozoa [6-8]. This mmcrease can be ex-
plamed, in part, by the increase m the migration of in-
facted people [2-11].

The disease presents two phases. The acute phase 15
characterized by nonspecific symptoms that often do
not lead to an accurate diagneosis. Only 1-2% of infact-
od patients present symptoms being more severe In
children under 2 years of age [12]. Dunng this phase,
the mflammatory response 15 responsible for the effi-
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