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RESUMO

BEATRIZ GOMES DE SOUZA SANTOS

AVALIACAO DA INIBICAO DA ATIVIDADE QUERATINOLITICA DE
DERMATOFITOS E DO BACILLUS SUBTILIS PELO MONOTERPENO LINALOL

Orientadoras: Daniela Sales Alviano e Celuta Sales Alviano

Resumo do Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado na Universidade Federal
do Rio de Janeiro Campus Duque de Caxias Professor Geraldo Cidade, como parte
dos requisitos necessarios para obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas:

Biotecnologia.

As dermatofitoses sdo infec¢fes fungicas bastante comuns que afetam a pele,
unhas e cabelos de humanos e animais. Elas sdo micoses superficiais causadas por
fungos do género Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, conhecidos como
dermatofitos. Esses fungos sdo microrganismos queratinoliticos que hidrolisam a
gueratina, principal proteina presente nos locais de sua infeccdo, permitindo sua
invasao e colonizacao nos tecidos do hospedeiro. Os microrganismos queratinoliticos
possuem enzimas, conhecidas como queratinases, que desempenham um papel
fundamental na quebra e utilizacdo da queratina como fonte de nutrientes. Algumas
bactérias também possuem a capacidade de degradar a queratina. O Bacillus subtilis
€ uma espeécie bacteriana conhecida por sua atividade queratinolitica. Essa bactéria
produz diversas enzimas queratinoliticas, incluindo proteases e peptidases, que
atuam na quebra da queratina. Nos ultimos anos, ha um crescente interesse na busca
por alternativas aos antifingicos convencionais, muitos dos quais apresentam efeitos
colaterais indesejaveis. Nesse contexto, os produtos naturais, especialmente aqueles
derivados de plantas medicinais, tém recebido atencdo devido seu potencial na

atividade antifingica. O linalol € um monoterpeno com propriedades aromaticas



presente em composicoes de diferentes 6leos essenciais, algumas de suas
propriedades biolégicas ja foram relatadas na literatura como propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatorias e antioxidantes. No 6leo essencial derivado da
planta Lippia alba, conhecida popularmente como erva-cidreira, o linalol é um dos
principais compostos presentes e ja foi descrito como um potencial inibidor da
atividade queratinolitica de dermatofitos e bactérias bacilares. Porém o0s seus
mecanismos de a¢do ainda ndo foram elucidados, representando um obstaculo para
compreender o potencial antimicrobiano do linalol. O objetivo do presente estudo foi
investigar a influéncia do linalol na expressdo da atividade queratinolitica dos
dermatofitos e da bactéria Bacillus subtilis. Utilizando como substrato a Keratin azure
(queratina azul), foram realizados ensaios colorimétricos com leitura das rea¢des em
espectrofotdbmetro. Dessa forma, verificou-se que o linalol € capaz de inibir a atividade
gueratinolitica de duas das trés espécies de dermatofitos estudadas: T. rubrum e M.
gypseum. Em T. rubrum houve um potencial maior de inibicdo, considerando que o
monoterpeno foi capaz de inibir aproximadamente 80% da atividade queratinolitica.
Em M. gypseum, o linalol inibiu aproximadamente 60% da atividade queratinolitica. J&
em E. floccosum, o linalol ndo atingiu uma inibicdo satisfatéria da atividade da
gueratinase. Para o Bacillus subtilis, verificou-se que a metodologia testada nao
atingiu um resultado satisfatério da acdo do linalol na inibicdo da atividade
queratinolitica. Com a inibicdo da queratinase dos dermatéfitos, um fator importante
para a gravidade da infeccdo, o linalol destaca-se como um potencial agente
antifangico direcionando os trabalhos futuros para a investigacdo aprofundada dos

mecanismos de acdo do monoterpeno na relacao parasito-hospedeiro dos fungos.

Palavras-chave: Linalol, Dermatéfito, Bacillus subtilis, Atividade Queratinolitica.
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1 INTRODUCAO

As dermatofitoses sdo infec¢des fungicas bastante comuns que afetam a pele,
unhas e cabelos de humanos e animais. Elas sdo causadas por fungos do género
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, conhecidos como dermatdfitos. Esses
fungos tém a capacidade de utilizar a queratina, uma proteina estrutural presente na
pele, unhas e cabelos, como fonte de nutrientes, permitindo sua invasao nos tecidos
do hospedeiro (Gupta, et al., 2017; Nweze, et al., 2016; Peres, et al., 2010).

Além dos dermatofitos, existem outros microrganismos que também possuem
a capacidade de degradar a queratina, como certas bactérias queratinoliticas, como o
Bacillus subtilis (Welsh, et al., 2010; Onifade, et al., 1998). A atividade queratinolitica
desses microrganismos € mediada por enzimas conhecidas como queratinases, que
sdo capazes de quebrar os componentes da queratina em aminoacidos e peptideos
menores, que podem ser utilizados como fonte de nutrientes. (Li Q., 2021; Bragulla,
et al., 2009)

Nos ultimos anos, houve um crescente interesse na busca por alternativas aos
antifngicos convencionais, muitos dos quais apresentam efeitos colaterais
indesejaveis. Nesse contexto, os produtos naturais, especialmente aqueles derivados
de plantas medicinais, tém se mostrado relevante devido ao seu potencial antifingico
(Bakkali, et al., 2008). Os Oleos essenciais, extraidos de diversas plantas, tém sido
amplamente estudados devido as suas propriedades antimicrobianas (Prakash, et al.,
2012).

Uma planta que tem chamado a atencao € a espécie Lippia alba, conhecida
popularmente como erva-cidreira, que contém um composto majoritario conhecido
como linalol. Que € um monoterpeno presente em varios 0leos essenciais, incluindo
o0 Oleo essencial de lavanda. Estudos prévios relataram diversas atividades biologicas
do linalol, como propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias e antioxidantes
(Costa, et al., 2014; Silva, et al., 2011; Bagg, et al., 2006).

Diante disso, este estudo tem como objetivo avaliar a atividade do
monoterpeno linalol sobre a atividade queratinolitica dos dermatéfitos. A investigacao

dos efeitos do linalol nesse contexto pode fornecer informagdes importantes sobre seu
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potencial como agente antifingico natural e para o desenvolvimento de novas terapias

no tratamento das dermatofitoses.

1.1 Dermatofitose

A dermatofitose (Tinea) € uma infec¢do fangica superficial que afeta a pele,
unhas e cabelos de humanos e animais. Essa condicdo é causada por fungos do
grupo dos dermatoéfitos, com mais de 40 espécies ja descritas que incluem
principalmente os géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton (Gupta, et
al., 2017; Peres, et al., 2010). As espécies de fungos podem ser subdivididas em
zoofilicas, geofilicas e antropofilicas dependendo do hospedeiro priméario. Espécies
zoofilicas sdo as com origem em animais e sdo a causa de, aproximadamente, 30%
das dermatofitoses humanas, j4 as espécies geofilicas tem origem do solo e as
espécies antropofilicas tem origem em humanos, representando, aproximadamente,
70% das infeccbes em seus hospedeiros. Enquanto as espécies zoofilicas
desencadeiam infec¢Bes agudas, as antropofilicas causam infec¢des crénicas e com

uma evolucédo lenta (Peres, et al., 2010; Molina de Diego, 2011).

Os dermatéfitos sdo classificados como fungos que possuem a habilidade de
utilizar a queratina, uma proteina estrutural encontrada na pele, unhas e cabelos,
como fonte de nutrientes essenciais para o seu crescimento e invasao dos tecidos

queratinizados (Nweze, et al., 2016).

A queratina € uma proteina resistente e fibrosa que compde a camada externa
da pele, as unhas e os cabelos, que desempenha um papel importante na protecéo e
sustentacdo, conferindo forca e resisténcia a essas estruturas. No entanto, o0s
dermatofitos desenvolveram mecanismos adaptativos que lhes permitem se alimentar
da queratina, utilizando-a como fonte de nutrientes para sua sobrevivéncia (Gupta, et
al., 2006; Kasperova, et al., 2013). Essa capacidade de degradar a queratina é
essencial para que esses fungos possam colonizar e invadir os tecidos, causando os

sintomas caracteristicos da dermatofitose (Peres, et al., 2010; Kasperova, et al., 2013).

Os dermatofitos possuem enzimas, como as queratinases, que desempenham

um papel fundamental na quebra da queratina em proteinas menores, que podem ser
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utilizadas como fonte de nutrientes pelos fungos. Essas enzimas atuam nha
degradacdo da queratina, desencadeando uma resposta inflamatéria localizada e
resultando nos sintomas observados na dermatofitose, como vermelhidao (Figura 1),
descamacdo, coceira e formacdo de lesBes caracteristicas (Vishnu, et al., 2015;
Moskaluk, et al., 2022; Gupta, et al., 2006).

Figura 1 - Lesédo de Dermatofitose
Fonte: Heilman, 2012.

A capacidade dos dermatéfitos de se adaptarem ao ambiente queratinizado do
hospedeiro, utilizando a queratina como fonte de nutrientes, é um fator-chave na
patogenicidade desses fungos. Essa capacidade de degradar a queratina permite que
os dermatdfitos invadam os tecidos, como a pele, as unhas e o0s cabelos,
estabelecendo uma infeccéo superficial (Weitzman, et al., 1995; Molina de Diego,

2011; Gupta, et al., 2017).

1.1.1 Epidemiologia

A dermatofitose € uma micose amplamente difundida em todo o mundo, com
variacbes na sua frequéncia dependendo de fatores como regido geografica,
condi¢cdes socioecondmicas e habitos culturais (Havlickova, et al., 2009; Tirado-
Sanchez, et al., 2020). Por ser comum, no caso da infeccdo em humanos, ndo ha
dados precisos referentes a incidéncia da doenga, ou seja, pode haver uma
subnotificacdo de casos. As analises atuais de epidemiologia se baseiam em estudos
de casos isolados de diferentes regides, focadas em identificar os fatores
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epidemioldgicos da infeccdo (Ministério da Saude, 2023). E estimado que cerca de
20% a 30% da populacdo mundial ja sofreu com micoses de pele (Havlickova, et al.,
2009).

Estudos em 16 paises da Europa, mostrou que 35% a 40% de individuos
adultos analisados desenvolveram dermatofitose no couro cabeludo. Dados
analisados em creches nos Estados Unidos, mostrou que 22% a 50% das criancas
também apresentaram infeccfes no mesmo local. No Chile, uma andlise realizada em
Valparaiso com 1.004 pacientes diagnosticados com micoses superficiais, a

dermatofitose foi a mais comum (Silva, et al., 2019).

A transmisséo da dermatofitose ocorre principalmente por contato direto com
individuos ou animais infectados, ou indiretamente por meio do compartilhamento de
objetos contaminados, como roupas, toalhas, calcados e superficies de ambientes
publicos, como vestiarios e piscinas. Ambientes quentes e Umidos favorecem o
crescimento dos dermatéfitos e aumentam o risco de contagio (Peres, et al., 2010;
Tirado-Sanchez, et al., 2020).

Certos grupos populacionais sdo mais suscetiveis a dermatofitose. Isso inclui
atletas, devido a maior exposicdo a ambientes Umidos e compartilhamento de
equipamentos esportivos; criancas, devido ao contato proximo em ambientes
escolares; e pessoas idosas, devido a altera¢cdes no sistema imunolégico e menor
resisténcia da pele (Havlickova, et al., 2009; Sabadin, etal., 2011; Vishnu, et al., 2015).

A dermatofitose também pode apresentar variacfes sazonais, com aumento da
incidéncia em determinadas épocas do ano, como o verdo, quando as condi¢des de
calor e umidade sao favoraveis ao crescimento dos fungos (Havlickova, et al., 2009,
Tirado-Sanchez, et al., 2020).

Aléem disso, fatores individuais, como a presenca de lesbes cutaneas,
individuos imunocomprometidos, ma higiene pessoal e uso prolongado de antibiéticos
ou corticosteroides, podem aumentar a suscetibilidade a infeccdo por dermatofitos
(Havlickova, et al., 2009).
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1.1.2 Diagnostico

O diagnostico da dermatofitose é geralmente realizado por meio de exame
clinico das lesGes e de testes laboratoriais complementares. O médico examina
cuidadosamente as caracteristicas das lesdes, como a aparéncia, cor, textura e
distribuicdo, para obter pistas diagnosticas. Aléem do exame clinico, os testes
laboratoriais desempenham um papel crucial no diagnostico preciso da dermatofitose.
Os métodos mais comuns incluem a cultura fingica e o exame direto do material
coletado (Weitzman, et al., 1995; Vishnu, et al., 2015).

A cultura fungica envolve o isolamento e identificacdo do fungo a partir de uma
amostra da lesdo. Um pequeno fragmento da lesdo é coletado e cultivado em meios
de cultura adequados, como Agar Sabouraud. Os dermatéfitos tém um tempo de
crescimento entre 4 a 7 dias ou até que suas estruturas caracteristicas sejam

observadas, a uma temperatura de 25°C a 30°C e pH entre 5 e 7 (Costa, et al., 2014.)

O exame direto é realizado por meio da observacdo microscépica do material
coletado. O fragmento da lesdo é tratado com uma solucdo de hidroxido de potassio
(KOH), que dissolve as células da pele e dos tecidos, deixando apenas as estruturas
fungicas visiveis. Sob o microscopio, sdo observadas as hifas fangicas, que sdo
longas e ramificadas, e os esporos fungicos, que podem ter diferentes formas e

caracteristicas (Vishnu, et al., 2015).

Outros testes laboratoriais podem incluir a realizagdo de PCR (reagdo em
cadeia da polimerase), que permitem a deteccio do DNA (Acido desoxirribonucleico)
fungico, e a microscopia de fluorescéncia, que utiliza corantes fluorescentes para

destacar as estruturas fangicas (Vishnu, et al., 2015; Molina de Diego, 2011).

1.2 Microrganismos Queratinoliticos

Os microrganismos queratinoliticos sdo aqueles capazes de degradar a
gueratina, uma proteina resistente encontrada em tecidos queratinizados, como pele,

cabelos, unhas e penas. Esses microrganismos possuem enzimas, conhecidas como
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gueratinases, que desempenham um papel fundamental na quebra e utilizacdo da

gueratina como fonte de nutrientes. (Li Q., 2021; Bragulla, et al., 2009).

Os microrganismos queratinoliticos incluem diferentes grupos de organismos,
como fungos, bactérias e actinomicetos. Dentre eles, destacam-se os dermatofitos,
que secretam queratinases, permitindo a invasdo e colonizacdo dos tecidos
queratinizados, resultando em infec¢cdes como a dermatofitose (Li Q, 2021; Brandelli,
et al., 2010; Zhang, et al., 2019).

Além dos fungos, algumas bactérias também possuem a capacidade de
degradar a queratina. Bacillus subtilis € uma espécie bacteriana conhecida por sua
atividade queratinolitica. Essa bactéria produz uma variedade de enzimas
gueratinoliticas, incluindo proteases e peptidases, que atuam na quebra da queratina
em fragmentos menores, facilitando sua utilizacdo como fonte de nutrientes (Riffel, et
al., 2003).

Os microrganismos queratinoliticos desempenham um papel importante no
ciclo de degradacao da queratina na natureza, contribuindo para a reciclagem desse
importante componente proteico. Além disso, eles também tém sido estudados por
seu potencial biotecnoldgico em diversas aplicacdes, como na producédo de enzimas
gueratinoliticas para uso industrial, na biorremediacéo de residuos ricos em queratina
e na producéao de biofertilizantes (Onifade et al., 1998; Li Q., 2021).

1.2.1 Queratinases

As queratinases sdo enzimas que desempenham um papel importante no
organismo e na natureza, permitindo que microrganismos como fungos, bactérias e

actinomicetos utilizem a queratina como fonte de nutrientes (Li Q., 2021).

As queratinases tém sido extensivamente estudadas devido a sua ampla
aplicabilidade em varias indastrias e processos biotecnoldgicos. Elas sao classificadas
em diferentes grupos com base nas suas caracteristicas bioquimicas e estruturais,
como endoqueratinases, exoqueratinases e metaloqueratinases. Essas enzimas

atuam na quebra das ligacdes peptidicas da queratina, convertendo-a em fragmentos
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menores que podem ser absorvidos e utilizados pelos microrganismos (Gupta, et al.,
2006; Li Q., 2021).

As queratinases tém diversas aplica¢gOes industriais. Por exemplo, elas séo
usadas na producdo de detergentes enzimaticos para remocdo de manchas de
proteinas em tecidos, na industria téxtil para modificacdo e tratamento de fibras de
queratina, e na industria de alimentos para melhorar a digestibilidade de alimentos
ricos em proteinas de queratina, como penas de aves (Wang, et al., 2003; Gupta, et
al., 2006; Rocha, 2022).

Além disso, as queratinases também tém sido exploradas na biorremediagéo
de residuos ricos em queratina, como penas, pélos de animais e residuos de
abatedouros. Essas enzimas podem ser utilizadas para degradar e converter a
gueratina em compostos mais simples, reduzindo a quantidade de residuos e
contribuindo para a sustentabilidade ambiental (Mazotto, et al., 2011a; Li Q., 2021,
Rocha, 2022).

No contexto da dermatofitose, as queratinases produzidas pelos dermatofitos
desempenham um papel crucial na invasao e colonizacao dos tecidos queratinizados.
Essas enzimas quebram a queratina presente no tecido permitindo que os fungos
obtenham nutrientes para seu crescimento e proliferacdo. Portanto, o estudo das
gueratinases dos dermatéfitos é importante para compreender os mecanismos de
patogenicidade desses fungos e desenvolver estratégias terapéuticas personalizadas,
diminuindo efeitos colaterais e tempo de tratamento (Baldo, et al., 2012; Mercer, et al.,

2019).

1.3 Plantas Medicinais e Oleos Essenciais

O tratamento da dermatofitose tem sido tradicionalmente baseado no uso de
antifungicos convencionais, como fluconazol, itraconazol e terbinafina. No entanto, o
uso de produtos naturais, como plantas medicinais e 6leos essenciais, tem despertado
interesse como alternativa terapéutica devido as suas propriedades antifungicas
(Cavaleiro, et al., 2006; Molina de Diego, 2011; Zhou, et al., 2023).
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As plantas medicinais tém sido utilizadas ha séculos em diversas culturas
tradicionais para o tratamento de doencas, incluindo infec¢des fungicas. Muitas delas
contém compostos bioativos, como flavonoides, alcaloides e terpendides, que
demonstraram atividade antifangica contra dermatofitos. Estudos tém investigado o
potencial antifangico de plantas medicinais, como a alho (Allium sativum), a arvore-
do-cha (Melaleuca alternifolia) e o extrato de semente de uva (Vitis vinifera), com
resultados promissores na inibicdo do crescimento dos dermatéfitos (Shams-
Ghahfarokhi, et al., 2006; Roana, et al., 2021; Cassella, et al., 2002)

Os Oleos essenciais, por sua vez, sdo extraidos de plantas arométicas e
apresentam uma alta concentracdo de compostos volateis. Muitos 6leos essenciais
tém demonstrado atividade antifingica significativa contra diversas espécies de
fungos, incluindo os dermatéfitos, devido a presenca de substancias bioativas como
terpenos, fendis e aldeidos. Alguns exemplos de Oleos essenciais com atividade
antifingica incluem o 6leo de melaleuca (tea tree), o 6leo de lavanda, o 6leo de cravo
e 0 6leo de alecrim. Esses 6leos essenciais podem ser utilizados topicamente, diluidos
em Oleo vegetal, para o tratamento de infec¢des fungicas superficiais, incluindo a
dermatofitose (Vishnu, et al., 2015; Zhou, et al., 2023).

Sintetizando, as plantas medicinais e os Oleos essenciais apresentam um
potencial promissor no tratamento da dermatofitose devido as suas propriedades
antifangicas. No entanto, € necessario realizar mais pesquisas para determinar seu

uso clinico adequado (Vishnu, et al., 2015).

1.4 Linalol

O linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol) € um monoterpeno encontrado em
diversos Oleos essenciais de plantas, como Lavandula spp. (lavanda), Melissa
officinalis (melissa) e Citrus spp. (citrus). Esse composto pertence a classe das
substancias conhecidas como monoterpenos, que sdo compostos organicos volateis
amplamente distribuidos na natureza (Figura 2) (Pereira, et al., 2018; Mgczka, et al.,
2022).



19

Além de suas propriedades aromaticas, o linalol também tem sido objeto de
estudos quanto a sua atividade biologica e terapéutica. Dentre as suas propriedades,
destaca-se a atividade antifungica, incluindo acdo contra os dermatdfitos, fungos
causadores da dermatofitose (Nguefack, et al., 2004).

OH

Linalool

Figura 2 — Estrutura quimica do Linalol
Fonte: Estrutura obtida através do programa ChemDraw, 2023

A atividade antifungica do linalol esta relacionada ao seu mecanismo de agéo,
que pode incluir a interferéncia na integridade e funcdo da membrana celular dos
fungos. Essa acdo pode resultar na inibicdo do crescimento e proliferacdo dos

dermatofitos, contribuindo para o tratamento da dermatofitose (Nguefack, et al., 2004).

Além das propriedades antifungicas, a citotoxicidade € um aspecto importante
a ser considerado ao avaliar a aplicacdo de compostos como o linalol. Estudos tém
investigado a citotoxicidade do linalol em células humanas, buscando determinar sua
toxicidade em concentracdes terapéuticas. Essas pesquisas tém mostrado resultados
encorajadores, indicando baixa toxicidade do linalol em células humanas (Teixeira, et
al., 2013; Silva, et al., 2011; Silva, et al., 2022).

Em resumo, o linalol € um monoterpeno encontrado em diversos 6leos
essenciais de plantas e possui propriedades antifiungicas. Sua atividade contra os
dermatofitos o torna um composto promissor para o tratamento da dermatofitose.
Além disso, estudos tém mostrado baixa citotoxicidade do linalol em células humanas,
o0 que sugere um perfil de seguranca favoravel quanto ao seu uso terapéutico. No
entanto, sdo necessarias mais pesquisas clinicas para avaliar sua eficacia e
seguranca no contexto da dermatofitose (Teixeira, et al., 2013; Pereira, et al., 2018;
Maczka. et al., 2022).
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1.5 Atividade Antimicrobiana do Linalol em Dermatofitos

O tratamento das dermatofitoses pode ser desafiador devido a resisténcia
crescente desses fungos aos antifingicos convencionais. Nesse contexto,
substéancias naturais tém sido investigadas como alternativas terapéuticas (Dudareva,
et al., 2006; Peres, et al., 2010).

Oleos essenciais ricos em linalol tem demonstrado atividade antimicrobiana
promissora contra dermatofitos. Estudos tém revelado que o monoterpeno é capaz de
inibir o crescimento e a viabilidade desses fungos. Por exemplo, uma pesquisa
investigou a atividade antifungica do linalol contra espécies de Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton, demonstrando sua eficdcia na inibicdo do
crescimento desses dermatdfitos (Costa, et al., 2014; Maczka, et al., 2022).

Mecanismos de acdo propostos para a atividade antifingica do linalol incluem
a alteracdo da permeabilidade da membrana celular dos dermatdfitos e a inibicdo de
enzimas essenciais para seu crescimento e desenvolvimento. Essa atividade
antifangica do linalol tem despertado interesse como uma possivel opcdo de
tratamento para as infec¢des fungicas causadas por dermatofitos (Cavaleiro, et al.,
2006; Costa, et al., 2014).

1.5.1 Efeito inibitério do 6leo essencial de Lippia alba rico em linalol na atividade

queratinolitica dos dermatofitos

Costa et al. (2014), observou que o 6leo essencial de Lippia alba apresentou
alta concentracao de linalol em sua composi¢ao, sendo responsavel por mais de 70%
dos constituintes identificados. Os ensaios de inibicdo de atividade enzimatica
revelaram que o 6leo essencial foi capaz de inibir a atividade das peptidases dos
dermatofitos em até 50%, dependendo da cepa avaliada. Além disso, o 6leo essencial
também demonstrou um efeito inibitdrio significativo na atividade queratinolitica dos

dermatofitos, reduzindo a degradacéo da queratina em até 60%.
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Esses resultados sugerem que o 6leo essencial de Lippia alba, rico em linalol,
possui uma potente atividade inibitéria sobre as enzimas peptidases e queratinases
produzidas por dermatofitos. O linalol tem sido amplamente estudado por suas
propriedades antimicrobianas e antifingicas, o que pode explicar o efeito observado
neste estudo. Além disso, a inibicdo das atividades peptidasicas e queratinoliticas &
importante para o controle do crescimento e invasao dos dermatoéfitos nos tecidos
queratinizados (Costa, et al., 2014; Cassella, et al.,, 2002; Hammer, et al., 2002;
Shams-Ghahfarokhi, et al., 2006).

O dleo essencial rico em linalol da planta Lippia alba apresentou um efeito
inibitério significativo nas atividades de peptidases e queratinases produzidas por
dermatofitos. Esses resultados sugerem que o linalol pode ser uma opgéo promissora
para o desenvolvimento de novos tratamentos antifungicos para dermatofitoses.
Estudos futuros sdo necessarios para elucidar os possiveis mecanismos de acdo do
linalol sobre as enzimas dos dermatdfitos e para avaliar sua eficacia em modelos in
vivo de infec¢Bes fungicas. A utilizacdo de compostos naturais, como o linalol, pode
representar uma alternativa terapéutica mais segura e sustentavel para o tratamento

de infec¢Bes fungicas da pele e unhas (Costa, et al., 2014).

1.6 Atividade Antimicrobiana do Linalol em Bactérias

Além de sua atividade antifingica, Oleos essenciais em que o linalol esta
presente na sua composicao também tem mostrado atividade antimicrobiana contra
bactérias. Um estudo avaliou a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais contra
bactérias do género Bacillus, incluindo a espécie Bacillus subtilis. Os resultados
indicaram que o linalol sendo o componente principal pode exercer efeito inibitorio
sobre o crescimento dessas bactérias, demonstrando seu potencial antimicrobiano

como composto isolado (Pereira, et al., 2018; Santamarta, et al., 2023).

A atividade antimicrobiana do linalol em bactérias bacilares pode ser atribuida
a sua capacidade de interferir com a membrana celular bacteriana e seus
componentes, bem como a sua capacidade de inibir enzimas essenciais para o

metabolismo bacteriano. Esses mecanismos de agéo contribuem para a inibicdo do
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crescimento e proliferacdo das bactérias, tornando o linalol um composto promissor

para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (Santamarta, et al., 2023).

O Bacillus subtilis € uma bactéria gram-positiva, que tem chamado atencéao por
ter uma alta capacidade de producéo de queratinases, com isso esta sendo utilizada
para biorremediacdo de residuos queratinizados e na inddstria alimenticia. Pode ser
empregada na degradacdo de penas descartadas de abatedouros de animais
convertendo os residuos em compostos mais simples e reutilizaveis. Na producéo de
alimentos para animais, o B. subtilis pode auxiliar na digestdo de proteinas animais
(Cedrola, et al., 2012; Mazotto, et al., 2011b; Zaghloul, et al., 2011).

Pesquisas realizadas indicam que 6leos essenciais ricos em linalol também
exercem atividade antimicrobiana, podendo afetar a membrana celular do Bacillus
subtilis, resultando em danos estruturais e alteracdes sua permeabilidade. Esse efeito
pode comprometer a integridade da bactéria e levar a sua morte ou inibicdo do
crescimento (Aguiar, et al., 2008; Mamun-or-Rashid, et al., 2012).

Com a diferenca de concentracdo de compostos nos Oleos essenciais a
atividade antimicrobiana apresentada na literatura ndo é especifica do linalol. Outro
fator que pode influenciar nessa atividade € a origem dos 6leos essenciais, ou seja,
dependendo o seu local de extracdo a concentracdo dos compostos pode variar e
induzir a uma maior ou menor inibicdo das queratinases desse género de bactéria
(Santamarta et al., 2023).

Até o momento, ndo ha estudos suficientes comprovando que o composto
isolado linalol tem alguma atividade de inibicdo da atividade das queratinases no
Bacillus subtilis.
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2 JUSTIFICATIVA

A dermatofitose € uma infeccéo fangica superficial comum que afeta a pele,
unhas e cabelos de humanos e animais. O aumento da resisténcia dos dermatofitos
aos antifingicos convencionais representa um desafio no tratamento dessas
infeccbes. Além disso, compreender os mecanismos de acdo dos microrganismos
queratinoliticos, incluindo dermatéfitos e bactérias bacilares, € fundamental para o
desenvolvimento de estratégias personalizadas de controle e prevencdo dessas
infecgbes. A identificagdo de compostos naturais capazes de inibir o crescimento
desses microrganismos pode levar ao desenvolvimento de novos agentes

terapéuticos e produtos antimicrobianos.

Em um trabalho anterior o 6leo essencial de Lippia alba rico em linalol foi
utilizado para avaliar o potencial antimicrobiano contra trés géneros de dermatofitos
(Costa, et al., 2014). No projeto atual, o composto linalol isolado foi utilizado para
avaliar o potencial de inibir a atividade queratinolitica de trés géneros de dermatofitos
e de Bacillus subtilis, bactéria bacilar utilizada como controle positivo por ter uma
intensa atividade queratinolitica. A justificativa para este trabalho se baseia na
importancia de compreender o potencial do monoterpeno linalol como uma opc¢éao
terapéutica no tratamento da dermatofitose e como agente antimicrobiano contra

microrganismos queratinoliticos, como dermatoéfitos e bactérias bacilares.

A investigacdo do linalol como uma substancia antimicrobiana é relevante
devido & sua origem natural, sua atividade comprovada contra dermatofitos e
bactérias, e sua possivel aplicagdo como uma opc¢do de tratamento. Assim,
compreender o potencial do linalol nesses aspectos pode contribuir para o avango no
tratamento da dermatofitose e no controle de microrganismos queratinoliticos, abrindo
caminho para o desenvolvimento de novas terapias e estratégias antimicrobianas

mais eficazes e sustentaveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade queratinolitica dos dermatéfitos dos géneros Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton, e da bactéria bacilar da espécie Bacillus subtilis sob
a influéncia do composto isolado Linalol, utilizando a queratina azul como substrato

para as queratinases.

3.2 Objetivos Especificos

e Identificar o potencial do linalol em inibir a atividade queratinolitica dos

dermatofitos e do Bacillus subtilis.

e Comparar a inibicdo da atividade queratinolitica fangica e bacteriana
mediado pelo 6leo essencial de Lippia alba rico em linalol em trabalho
realizado por Costa et al, 2014, com a inibicao da atividade queratinolitica
mediada pelo linalol purificado.

e Avaliar a influéncia do linalol na atividade queratinolitica do sobrenadante
de cultivo de Bacillus subtilis, realizando a pré-incubacdo do sobrenadante
rico nessa atividade com o linalol e colocando o sobrenadante e o linalol

concomitantemente.
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4 METODOLOGIA

4.1 Crescimento e cultivo dos microrganismos

4.1.1 Dermatofitos

Os fungos das espécies T. rubrum, E. floccosum e M. gypseum foram crescidos
em meio PDA (Potato Dextrose Agar) durante sete dias a temperatura ambiente.
Posteriormente os conidios dos microrganismos foram retirados da placa a partir da
suspensdo com salina, com 2ml transferidos de cada placa respectivamente para

Erlenmeyers com 20 ml de meio pena contendo:

e Meio salina tamponada: 0,85%
e Extrato de levedura: 0,1%

e Penas de frango: 1%

e pH:7.4

Este meio foi utilizado pois estimula a producdo de queratinases. Os fungos
foram incubados em temperatura ambiente, por sete dias, e 20ml do sobrenadante de
cultivo foi coletado e transferido para um tubo cénico de 50 ml. O tubo foi centrifugado
a 7500 rpm (rotacdes por minuto) durante cinco minutos e foram feitas aliquotas de
500 microlitros em tubos conicos de 1,5ml. Em seguida, as aliquotas foram
concentradas (20 vezes) no SpeedVac durante trés horas. SpeedVac é um aparelho
de centrifugacdo a vacuo e calor para remover solventes e concentrar amostras
mantendo a sua integridade. Tais amostras foram ressuspendidas em tampdo com
pH 9.0, pois sabe-se que é o melhor pH para a expressao da atividade queratinolitica,
e ideal para realizacéo do ensaio de queratinase e inibicdo dessa atividade pelo linalol
(Costa, et al., 2014).
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4.1.2 Bacillus subtilis

A cepa de Bacillus subtilis LFB - FIOCRUZ 1267 SLC foi cultivada em 5 ml de
caldo de extrato de levedura em tubos de vidro a 37°C por 24 horas com agitacao
orbital a 250 rpm. O meio de levedura era composto de:

e Extrato de levedura: 0,5%

e Peptona: 0,5%

e KCI (cloreto de potéassio): 2%
e Sacarose: 2%

e Agua destilada: 100 ml

Apés 24 horas, a cultura foi centrifugada a 5000 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado uma vez com tampéo fosfato

pH 7,4 para uso na segunda fase.

O sedimento de Bacillus subtilis foi transferido para um frasco Erlenmeyer com

meio pena contendo:

e Tampao fosfato: 25ml e pH 8,0,
e Extrato de levedura: 0,01%

e Peptona: 0,5%

e KCI: 2%

e Sacarose: 2%

e Penas de frango brancas lavadas e desengorduradas: 1%

Os frascos foram incubados com agitacéo orbital a 250 rpm por 7 dias. ApGs a
fermentacdo, o meio contendo penas completamente degradadas foi filtrado com
papel de filtro para remover residuos maiores, e 0 sobrenadante foi centrifugado a
5000 rpm por 20 minutos em temperatura ambiente. O sedimento foi descartado e o

sobrenadante foi utilizado para o ensaio de queratinases.

4.2 Dosagem da atividade queratinolitica
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4.2.1 Dermatofitos

Utilizando a Keratin azure (queratina azul) como substrato, foi feito um ensaio
colorimétrico com leitura da reacdo em espectrofotdmetro. Essa queratina,
comercialmente vendida, € composta pela |a de carneiro, lavada e tratada. O corante
€ especifico para a enzima, se acoplando no pelo, com isso, quando ha enzima

gueratinolitica o corante degrada na cor azul (Scott, et al., 2004).

Para determinar a atividade queratinolitica, 2 mg de queratina azul (Sigma-
Aldrich) foram incubados em banho maria com 100 pL da amostra com as
gueratinases dos dermatofitos, em tampao Tris-HCI 100 mM e pH 9.0 durante 1 hora
a 50°C sob agitacdo de 160 rpm. Em seguida, a absorbancia foi determinada a 595
nm no espectrofotdmetro, capaz de medir e comparar a quantidade de luz absorvida,

transmitida ou refletida por uma determinada amostra.

As amostras foram previamente incubadas com diferentes concentragdes de
linalol (2mg, 1mg e 0,5mg). As triplicatas continham 400 pl de tampéao, 100 pl do
sobrenadante e suas respectivas concentracfes. A amostra controle (branco) foi
preparada da mesma forma, adicionando tampdo (500 pl), sem adicionar as

gueratinases (Mazotto, et al., 2011b; Costa, et al., 2014).

O controle positivo utilizado foi a bactéria Bacillus subtilis, pois na literatura ha
poucos trabalhos em relacdo a fungo, entdo néo foi encontrado uma cepa de controle
positivo eficiente. Sendo assim, se a atividade queratinolitica da bactéria estiver ativa

e eficiente, o sistema de dosagem também estara funcionando.

4.2.2 Bacillus subtilis

Também foi utilizado a Keratin azure (queratina azul) como substrato e feito um
ensaio colorimétrico com leitura da reagdo em espectrofotdbmetro. Para determinar a
atividade queratinolitica foram utilizados dez tubos de ensaio: um em branco, triplicata
do sistema 1 (controle positivo de atividade queratinolitica = tamp&o + sobrenadante

de B. subtilis + Keratin Azure) e triplicata do sistema 2 (influéncia direta do linalol como
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inibidor = tampéao + sobrenadante de B. subtilis + linalol + Keratin Azure) e triplicata
do sistema 3 (pré-incubacéo do linalol com as queratinases = tampédo + sobrenadante

de B. subtilis + linalol). Com as medidas descritas na Tabela 1.

BRANCO Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3
Controle positivo Influéncia direta Pré-incubagao do
de atividade do linalol linalol com as
queratinolitica gueratinases
Tampao (pL) 500 299,5 299,5 299,5
K. azure (mg) 400 400 400 X
B. subtilis (uL) X 200 200 200
Linalol (pL) X X 0,5 0,5

Tabela 1 - Concentracéo de reagentes de cada um dos sistemas utilizados para a dosagem de
atividade queratinolitica do sobrenadante de cultivo de B. subtilis.

* Todos os sistemas foram realizados em triplicata

Na primeira etapa, os tubos de todos os sistemas foram colocados em banho
maria, em uma incubadora com agitacdo orbital e aquecimento nas seguintes
condi¢des: temperatura de 50°C e agitacdo a 200 rpm, por 1 hora. Apenas o sistema
3, de pré-incubacdo do linalol com as queratinases, foi entdo incubado com a
gueratina azul em banho maria e nas mesmas condicdes (50°C e 200 rpm) por mais

1 hora.

Todas as amostras foram transferidas para uma cubeta de 500 pyL e foram
analisadas em espectrofotbmetro para a determinacdo da absorbancia que foi medida

no comprimento de onda de 595 nm.

4.3 Analise de Dados

A atividade enzimatica foi calculada utilizando a férmula:

= Atividade enzimatica (U/mL) = (Absorbancia da amostra - Absorbéancia

do branco) * 1000 / (Absorbancia do padrdo * Volume da enzima)

Uma unidade (U) de atividade queratinolitica foi definida como a quantidade de

enzima necessaria para aumentar a absorbancia (A595) em 0,01 unidades nas
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condicbes descritas. A atividade enzimatica foi calculada para cada amostra dos

dermatofitos e dos Bacillus subtilis.
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5 RESULTADOS

5.1 Inibicao da atividade queratinolitica dos dermatofitos pelo linalol

Os dermatdéfitos geralmente crescem de 5 a 7 dias em cultura e
coincidentemente o tempo maximo de crescimento € o pico maximo da atividade
queratinolitica (Figura 3). A Figura 3 é a curva resultante da atividade queratinolitica
do fungo T. rubrum medida a cada dia de crescimento, onde sua atividade maxima no
sobrenadante de cultivo se encontra nos dias 6 e 7. Sendo assim, foi determinado que
a execucao do experimento de inibicdo da atividade queratinolitica seria sempre feito
com o sobrenadante do crescimento dos dermatofitos por 7 dias, o que também foi

estabelecido para Microsporum gypseum e Epidermophyton floccosum.

Curva de Atividade Queratinolitica

0,125

0,1

0,075

0,025

Hidrélise de Queratina azul em 595 nm
D.0.[ 595nm)

4 dias 5 dias 6dias 7 dias & dias

Crescimento de T. rubrum em dias

Figura 3 - Crescimento de T. rubrum durante varios dias para visualizar qual o melhor dia da expressao
da queratinase. O fungo foi concentrado 20x devido a sua baixa atividade quando puro.

T. rubrum apresentou 0 pico maximo de atividade queratinolitica no
sobrenadante do sétimo dia de crescimento. Verificou-se que a concentracdo de 0.5
microlitros de linalol foi a mais eficiente para inibir a atividade queratinolitica em
aproximadamente 80% (Figura 4). Sendo assim, essa concentracdo do linalol foi
estabelecida para testar a inibicAo da atividade queratinolitica dos fungos

Microsporum gypseum e Epidermophyton floccosum.
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Figura 4 — Ensaio de inibi¢cdo da atividade queratinolitica do sobrenadante do crescimento de T.
rubrum (20x concentrado) apds 7 dias utilizando 0,5 microlitros de linalol.

O linalol inibiu cerca de 40% da atividade queratinolitica do M. gypseum. J& no

E. floccosum, ndo houve inibicdo da atividade queratinolitica pelo linalol (Figura 5).
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] ] 0.5yl Linalol 20 ] 20 1+ 0 50l Linalol

Figura 5 - Inibicdo da atividade queratinolitica de M. gypseum e E. floccosum pelo linalol.
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5.2 Atividade queratinolitica das amostras de sobrenadante de cultivo de B. subtilis,

na auséncia e na presenca de linalol e o sobrenadante pré-incubado com o mesmo.

0,043 0,098 0,098 40 U/mL

0,080

0,094 0,097 0,086 0,093 46,5 U/mL

0,091 0,097 0,059 0,082 41 U/mL

Tabela 2 — Influéncia do linalol na absorbancia e atividade queratinolitica das amostras do

sobrenadante de B. subtilis.
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Figura 6 - Inibicéo da atividade queratinolitica de B. subtilis pelo linalol.

A Figura 6 mostra que a atividade queratinolitica do B. subtilis ndo foi inibida
pelo linalol nem utilizado diretamente e nem pré-incubado com o sobrenadante de
cultivo rico em atividade queratinolitica, utilizando a técnica de hidrélise da queratina

azul.

O linalol ndo foi capaz de inibir as queratinases bacterianas do B. subtilis, sendo
um inibidor em potencial apenas para as queratinases de dermatofitos, mais
especificamente para as do T. rubrum. Porém, tal fato ndo impede que o sobrenadante
de cultivo de B. subtilis continue a ser usado como um controle positivo para
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determinar a eficacia da degradacdo da queratina azul nos experimentos com

dermatofitos.
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6 DISCUSSAO

De acordo com os resultados dos experimentos, a atividade queratinolitica dos
dermatofitos foi inibida consideravelmente, cerca de 60% a 80% de inibicdo, em duas
das trés espécies estudadas: M. gypseum e T.rubrum. Esse resultado corrobora com
Costa, et al. (2014), onde o 6leo essencial de Lippia alba rico em linalol inibiu cerca
de 60% da atividade das queratinases dos dermatofitos.

Nos resultados dos experimentos da atividade queratinolitica do B. subtilis, foi
observado que a presenca de linalol ndo tem efeito na sua inibicdo. A andlise da
absorbancia em 595 nm n&o revelou diferengas significativas entre as amostras
testadas. Esperava-se que por se tratar de uma bactéria caracterizada por uma alta
atividade queratinolitica, o potencial de inibicdo pelo linalol pudesse ocorrer. Como foi
adotado apenas uma concentragao padronizada de linalol (0,5 ul) para B. subtilis, essa
concentracéo pode ter sido insuficiente para ter um resultado inibitério.

E importante ressaltar que o presente estudo possui algumas limitagdes. Os
experimentos foram realizados em condi¢cdes especificas e em concentracdes
padronizadas de linalol. Varia¢des nas concentracdes de linalol e tempo de incubacgéo
podem influenciar os resultados e devem ser consideradas em estudos futuros. Além
disso, a compreensdo dos mecanismos exatos pelos quais o linalol afeta a atividade

queratinolitica dos microrganismos requer investigacdes mais aprofundadas.

Essas descobertas podem contribuir para elucidar novos mecanismos de acéo
do monoterpeno linalol contra dermatofitos, auxiliando no desenvolvimento de
tratamentos alternativos da dermatofitose, com farmacos derivados de produtos
naturais que ndo causem resisténcia fangica, efeitos colaterais e ndo afetem as

células saudaveis.

O problema dos fungos que desenvolvem resisténcia a medicamentos
antifingicos convencionais representa uma ameaca significativa para a saude publica
e agricultura. A resisténcia fungica pode levar a infec¢édo a se espalhar para camadas
mais profundas do tecido, aumentando o risco de contaminacao por patbgenos mais
virulentos (Roy, et al., 2023). Na india, h4 uma preocupacido crescente com a

prevaléncia de dermatofitose, que esta se tornando um importante problema de salude
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publica podendo se difundir globalmente devido a imigracdo e diversidade de locais

de transmissao (Russo, et al., 2023).

Devido a sua ocorréncia comum e a necessidade de tratamento a longo prazo,
existe o risco de tratamento inconsistente, o que pode agravar ainda mais a infeccao.
O uso prolongado de medicamentos antifUngicos também pode contribuir para a
selecao de fungos resistentes, prolongando assim a duracdo da infec¢ao e piorando
sua gravidade (Hube, et al., 2015). Hospedeiros imunocomprometidos também podem
se tornar alvos mais suscetiveis a forma mais invasiva da infeccéo. Silva et al. (2021)
analisou pacientes transplantados que contrairam de forma grave a dermatofitose
causada pelo T.rubrum, o tratamento por antifingicos tradicionais teve que ver
interrompido  por interacdes  farmacolégicas com 0s  medicamentos
imunossupressores e substituidos por outro antifUngico que possuisse menos

interacOes farmacologicas.

Nas ultimas décadas, a busca por novas drogas e tratamentos com base em
produtos naturais esta crescendo devido a ineficacia nos tratamentos convencionais,
muitos deles causando efeitos colaterais e tdxicos, selecionando fungos e bactérias
resistentes e sendo inespecificos para casos como o de pacientes
imunocomprometidos. Os 6leos essenciais ja sdo amplamente difundidos por suas
propriedades terapéuticas e seus compostos isolados por apresentarem atividades

antimicrobianas (Pereira. et al., 2018).

Em suma, neste estudo verificou-se que o linalol, um monoterpeno presente
em diversos 6leos essenciais derivados de plantas medicinais, possui propriedades
inibitérias na atividade queratinolitica de certas espécies de dermatdfitos. Esta
descoberta abre novas possibilidades para pesquisas no desenvolvimento de
potenciais drogas no tratamento de dermatofitoses.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados obtidos neste estudo sugerem que a presenca de
linalol tem um efeito satisfatorio na inibicdo da atividade queratinolitica dos
dermatofitos do género T.rubrum e M. gypseum. Ja a atividade queratinolitica do

Bacillus subtilis ndo foi inibida com a presenga do monoterpeno linalol.

Os resultados com os dermatéfitos estdo em linha com estudos anteriores que
investigaram os efeitos do 6leo essencial de Lippia alba rico em linalol, em atividades
enzimaticas especificas e propriedades biol6gicas. Tais estudos destacaram o
potencial do linalol como agente antimicrobiano e citotoxico, indicando que o

composto pode ter propriedades biologicas significativas.

Este estudo contribui para o entendimento da influéncia do linalol na atividade
gueratinolitica de dermatofitos e do B.subtilis, podendo contribuir para elucidar novos
mecanismos de acdo do linalol contra microrganismos e no desenvolvimento de

tratamentos alternativos para dermatofitose.
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