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Resumo e Abstract



SILVA, D. F. Avaliacdao da atividade biologica de f - citronelol sobre Candida albicans.
2016. 93f Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativo, drea de
concentracdo: Farmacologia) - UFPB, Jodo Pessoa, 2016.

RESUMO

Candida albicans € a principal levedura provedora de infec¢des fungicas oportunistas em
humanos sadios e imunodebilitados. A alta frequéncia de candidiase, vinculada ao aumento de
falha terapéutica, por reflexo a resisténcia aos agentes antifiingicos de uso comum a terapia,
leva a busca de fontes alternativas para obtenc@o de novas drogas antifingicas. Em destaque,
os produtos naturais a base de plantas, sdo 6timos precursores pela diversidade de compostos
moleculares ativos. Dentre eles, os monoterpenos sdo detentores de um enorme potencial
bioldgico de interesse humano. Diante dessas premissas, foi avaliada a atividade bioldgica de
B - citronelol sobre Candida albicans, através de ensaios microbioldgicos realizados in vitro,
por determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), seguido da Concentragdao
Fungicida Minima (CFM) e ensaios em difusdo em disco em meio sélido, para estudo
comparativo do perfil de suscetibilidade aos antifiingicos azdlicos (cetoconazol, clotrimazol,
fluconazol, itraconazol e miconazol) e polienos (anfotericina B e nistatina) isolados e em
associacdo ao B- citronelol. Em adicdo, também foram efetuados estudos dos parimetros de
ADMET por andlise in silico. Nos estudos de atividade antiflingica, f - citronelol obteve uma
CIM de 128 pg/mL (forte atividade) e uma CFM de 512 ug/mL respectivamente para 75% da
populacdo das cepas fungicas testadas. Ao estudo de associacdo, o sinergismo foi prevalente
para todos os antifungicos. Em destaque, a combinacdo de B- citronelol ao fluconazol,
itraconazol e miconazol, foi constatado a modificagdo do perfil de resisténcia a sensibilidade
para alguns exemplares de C. albicans. Na andlise in silico, B- citronelol apresentou ter boa
biodisponibilidade oral, no entanto, potencial irritante e danos ao sistema reprodutor foram
revelados como possiveis efeitos toxicoldgicos severos a este monoterpeno. Em conclusdo, o
B- citronelol monoterpenoide possui ter atividade anti-Candida albicans de natureza
fungicida, além de ser um 6timo modificador de atividade aos agentes antiftingicos quando
combinados. E muito embora tenha apresentado boa biodisponibilidade oral tedrica, o perfil
de toxicoldgico variado sugere a necessidade em avaliar o risco-beneficio desse composto na
producdo de novo medicamento antiftingico, por realiza¢do de ensaios pré- clinicos e clinicos.

Palavras-chave: Candida albicans. Candidiase. Resisténcia antifiingica. p- citronelol.
Associagdo. Sinergismo. Andlise in silico.



SILVA, D. F. Evaluation of biological activity of B - citronellol on Candida albicans. 2016.
93f. Dissertation (Masters in Natural Products and Synthetic Bioactive, area of focus:
Pharmacology) CCS/ UFPB, Joao Pessoa, 2016.

ABSTRACT

Candida albicans is the main yeast provider of opportunistic fungal infections in healthy
humans and immunossupressed. The high frequency candidiasis, linked to increased
therapeutic failure by reflection of resistance to antifungal agents commonly used therapy
leads to search for alternative sources for obtaining new antifungal drugs. Highlighted, natural
herbal products are excellent precursors for diversity of active molecular compounds. Among
them, the monoterpenes are holders of a huge biological potential of human interest. Given
these premises, we evaluated the biological activity of B - citronellol on Candida albicans, by
microbiological tests performed in vitro by determining the minimum inhibitory concentration
(MIC), followed by the Fungicide Concentration Minimum (CFM) and disk diffusion testing
solid medium, for comparative study of the susceptibility profile to azole antifungals
(ketoconazole, clotrimazole, fluconazole, itraconazole and miconazole) and polyenes
(amphotericin B and nystatin) isolated or as association with B -.citronellol. In addition,
studies were also made of ADMET parameters by in silico analysis. In studies of antifungal
activity, B - citronellol obtained a MIC of 128 mg / mL (strong activity) and CFM 512 ug /
mL respectively for 75% of the population of the tested fungal strains. The association study,
synergism was prevalent for all antifungals. In highlighted, the combination of - citronellol
to fluconazol, itraconazole, miconazole, were found to change the sensitivity of the resistance
profile for some specimens of C. albicans. In the in silico analysis, p - citronellol showed
good oral bioavailability, however, irritation potential and damage to the reproductive system
have been disclosed as possible severe toxicological effects to this monoterpene. In
conclusion, the B- citronellol monoterpene has to have anti-Candida albicans activity of
fungicide nature, besides being a great modifier of the antifungal activity when combined.
And although it presented good theoretical oral bioavailability, varied toxicological profile
suggests the need to assess the risk-benefit of this compound in the production of new
antifungal medicine for conducting preclinical and clinical trials of nature.

Keywords: Candida albicans. Candidiasis. Antifungal resistance. - citronellol. Association.
Synergism. In silico analysis.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sd3o organismos eucaridticos, estruturalmente e metabolicamente
semelhantes as células de mamiferos e mais complexo do que as bactérias (SUN et al., 2014),
com capacidade em provocar infec¢des flingicas.

Dos fungos considerados como patégenos humanos, os membros do género Candida
sa0 os mais frequentemente encontrados nas infec¢des (SILVA, et al., 2012). Particularmente,
C. albicans € um dos principais fungos patogénicos de cardter oportunista, responsdvel por
um amplo espectro de infec¢des que variam entre manifestagdes superficiais, a sindromes
sist€micas potencialmente fatais, especialmente em pacientes imunocomprometidos
(LINARES et al., 2013).

A incidéncia das infec¢des provocadas por leveduras do género Candida vem
aumentando consideravelmente ao longo das décadas (SILVA et al.,, 2012) e com este, o
constante fracasso em seu combate, que se refletem em altas taxas de morbidade e
mortalidade visualizadas em todo mundo. O desafio a terapia contra candidiase se deve
principalmente, ao arsenal relativamente pequeno de agentes antifiingicos disponiveis para o
tratamento de infeccdes sist€micas, como também a uma elevada toxicidade, além do
crescente aumento de espécimes resistentes aos antifungicos (KHAN et al., 2012; KIRAZ;
YASEMIN, 2011).

Diante desse panorama, a descoberta de novos agentes antifingicos mais eficazes e
menos téxicos aos usudrios torna-se essencial. Nesse contexto, os produtos naturais vegetais
caracterizam-se em fortes aliados 4 descoberta de novos farmacos devido a sua
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010); diversidade quimica e propriedades bioativas,
Uteis para uma nova abordagem terapéutica.

Os monoterpenos, moléculas consideradas mais representantivas dos 6leos essenciais,
apresentam um enorme potencial biolégico e, vérios de seus compostos possuem admirdvel
acdo antimicrobiana (QIU et al., 2010a; BAKKALLI, et al., 2008; ALI et al., 2005;
FRIEDMAN et al., 2004) e interacdo benéfica com agentes antimicrobianos quando em
combinagdo (HEMAISWARYA; DOBLE, 2009; ZORE et al., 2011).

Em meio a esses compostos, o B - citronelol monoterpenoide, encontrado na
composi¢do de Oleos essenciais de vdrias plantas aromdticas de emprego medicinal, tem

revelado ser bioativo em muitas pesquisas €, com isso, leva a crer que ele apresente potencial
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bioldgico contra ao agente patogé€nico mais prevalente no perfil de infec¢des fungicas:
C.albicans.

Dessa forma, o presente estudo teve por finalidade em avaliar o perfil biolégico do B-
citronelol, a fim de conduzir & descoberta de uma nova alternativa terapéutica destinada ao

combate as infec¢des flingicas humanas provocadas por leveduras do género Candida.



Referencial Teorico
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS GERAIS DO GENERO Candida

Distribuidos  largamente  nos  ecossistemas, Candida spp. classifica-se
taxonomicamente no Reino Fungi; divisio Eumycota; subdivisdo Deuteromycotina; classe
Blastomycetes; familia Cryptococcacea e género Candida, que € a principal levedura
patogénica para a sp. humana, compreendendo cerca 200 espécies (SIDRIM; ROCHA, 2004;
GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Esses seres eucaridticos apresentam duas formas de reprodugdo: a fase assexuada ou
anamorfa (predominante), a qual abrange a formacdo de blastoconidios (leveduras) pelo
processo de brotamento parental e, a fase sexuada ou teleomorfa por esporos sexuais, 0s
ascosporos, sendo este ultimo processo ndo tdo frequente (TORTORA; FUNKE; CASE;
2012).

Segundo Lépez- Martinez (2010), as principais espécies de Candida de importancia
médica sao: C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii, C.
parapsilosis, C. kefyr, C. dubliniensis, C. famata, C. lipoltytica, C. norvegensis e C.
lusitaniae. Dentre todas essas espécies, C. albicans se destaca por ser a levedura com maior
capacidade infectante oportunista nos seres humanos (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Normalmente, esta pode residir na flora bucal, gastrointestinal e geniturinéria do ser
humano em estado comensal (KIM; SUBDERY, 2011). No entanto, numa disfuncdo da
microbiota, sob o enfraquecimento imunolégico do hospedeiro, expde um cariter oportunista
(BERMAN, 2012), provocando micoses superficiais e sistémicas.

A capacidade de C. albicans em infectar os seres humanos € apoiada por uma ampla
gama de fatores de viruléncia (Figura 1). Esses fatores sdo determinados geneticamente e
somente expressos pelos micro-organismos quando submetidos a certas condi¢des (TAMURA
et al., 2007).

A habilidade em apresentar plasticidade morfolégica esta diretamente relacionada a
sua patogenicidade. A forma de crescimento leveduriforme, apresenta menor capacidade
infectante quando comparada com as formas pseudo-hifas e ou hifas verdadeiras, que
demonstram ser mais invasivas, resistentes aos mecanismos de defesa do hospedeiro e

relacionadas ao agravamento de estados patoldgicos (WHITEWAY; OBERHOLZER, 2004;
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BARDEBO; SGARBI, 2010; MAYER et al., 2013). Embora nio tdo comum e com poucas
evidéncias, o fenomeno de switching, que corresponde, a transi¢cao celular do crescimento de
leveduras a células alongadas e opacas, tem sido proposto como um dos fatores envolvidos na
viruléncia de C. albicans; além disso, encontra-se na literatura que esta variacdo fenotipica
pode influenciar na formacao de biofilme, contribuindo assim, para o agravamento da doenca
(BARDEBO; SGARBI, 2010; MAYER et al., 2013).

A capacidade de adesdo das leveduras a células do hospedeiro e ou a superficies
inanimadas, especialmente mediadas por proteinas adesinas como a familia ALS (Sequéncia
Semelhante a Aglutinina); subsequente ao processo de invasdo, por invasinas como ALs3 (que
também € uma adesina) e Ssal (membro da familia da proteina de choque 70 - Hsp 70), vistas
na endocitose induzida e, o envolvimento de outros mecanismos moleculares ainda
indefinidos na invasdo ativa, também participam no processo de viruléncia (MAYER et al.,
2013; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

A produgdo de enzimas extracelulares, como fosfolipases e proteinases aumentam a
eficiéncia na aquisi¢do de nutrientes extracelular, mas sobretudo, facilitam a disseminacao da
doenca, ao provocar danos celulares. As proteinases sdo codificadas pela familia de genes
SAP (Proteases Aspartil Secretadas) atuando na degradacdo de estruturas proteicas
encontradas na superficie de mucosas (ex. peptideos e queratina) e itens do sistema
imunolégico (ex. imunoglobulina, citocinas) do hospedeiro. Enquanto que as fosfolipases sdo
responsdveis pelas agressdes a membrana das células, ao promover a hidrélise dos
fosfolipidios de membrana (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Também tem sido proposto por Brand e colaboradores (2008), que o comportamento
de crescimento via tigmotropismo de hifas, pode participar como um facilitador no processo
de patogénese, ao identificar e penetrarem em locais infectaveis no hospedeiro.

Além disso, a capacidade de Candida em formar biofilme, uma estrutura
tridimensional complexa multicelular de leveduras, pseudo-hifas e hifas envolvidas por uma
matriz extracelular sob superficies bioldgicas e abioldgicas, caracteriza-se ndo sO por ser
fenotipicamente distinto de células planctonicas, mais também por acentuarem resisténcia a
defesas imunoldgicas do hospedeiro e aos agentes antimicrobianos (VANDENBOSCH et al.,
2010; SILVA, S et al., 2010).

Para tanto, outros fatores tais como, o poder de modulacdo do meio e defesa, em
proposito de sobrevivéncia, contribuem com a sua patogenicidade. O processo de modulacao

envolve, alteracdes de pH, captacdo de aminodcido e tracos de metais, e ainda o sequestro de
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compostos de carbono (C) e nitrogénio (N). J4 a defesa, caracteriza-se na producdo de

proteinas de choque (Hsps) em condi¢des de estresse (MAYER et al., 2013).

A Dimorfismo Switching

Adesao D Invasao

Tigmotropismo

.\
il J I

S, 1
Células hospedeiras K,A\X? Dano

Formacao de Biofilme Defesa e Modulacao
Aminoacidos
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ao stress Regulacao do pH

Cateter
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Figura 1- Mecanismos de viruléncia e atributos fitness de C. albicans. A: Formas virulentas envolvidas no
processo infeccioso; B: Processo Switching com o desenvolvimento de forma opaca; C: Adesdo das formas
dimoérficas de C.albicans. ao tecido; D: Invasdo tecidual via tigmotropismo; E:Formagdo de Biofilme numa
estrutura abioldgica; F: Atividade defensiva e moduladora de C. albicans . Fonte: Adaptado de MAYER;
WILSON; RUBE, 2013.

2.1.1 Candidiase

A candidiase ou candidose trata-se de um processo infecioso micético oportunista
provocado por leveduras do género Candida (BARBEDO; SGARBI, 2010). A micose €
classificada clinicamente em: superficial ou de mucosa, profunda ou sistémica,
(JAYATILAKE; SAMARANAYAKE, 2010), apresentando manifestacdes clinicas varidveis
segundo o sitio anatdmico de instalacao.

Indmeros fatores predisponentes estdo associados a esses quadros infecciosos, nao

somente depende dos mecanismos de viruléncia, mas as atribuicdes intrinsecas e extrinsecas
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dirigidas ao hospedeiro (SIMOES; FONSECA; FIGUEIRAL, 2013); conforme ilustrado no
quadro 1.

FATORES INTRINSICOS

Fisiologicos Velhice, gravidez e prematuridade

Patologicos Neoplasias, leucemias, hemopatias diversas, lopus
eritematoso disseminado, diabetes e outras endocrinopatias,
tuberculose, AIDS, sarcoidose.

FATORES EXTRINSECOS

Intervencoes Transplantes, uso de sondas, cateteres, aparclhos de

respiracdo artficial alimentacdo parenteral, hemodialise

Agentes fisicos Traumatismos, queimaduras e irradiacGes
Medicamentos Terapeutica antimicrobiana prolongada, imunossupressores,
quimioterapia, radioterapia, uwso  de  pilulas

anticoncepcionais, costicosteroides, drogas citotoxicas

Quadrol- Descricdo dos fatores inerentes ao hospedeiro, que predispéem o surgimento de candidiases. Fonte:

Adaptado de www.icb.ufmg.br/mic.

A levedura C. albicans esta envolvida em dois tipos principais de infecgdes em
humanos: candidiase superficial tipo oral ou vaginal e infec¢des sistémicas com elevado
risco de mortalidade (MAYER et al., 2013). No entanto, Cambuin e colaboradores (2011),
ressaltam que esta espécie também estd frequentemente associada aos casos de infec¢des em
anexos a pele como as unhas.

A onicomicose € o termo atribuido a infec¢do no aparelho ungueal causada por agentes
fingicos como leveduras do género Candida, dermatéfitos ou fungos filamentosos nado

dermatdfitos. Esta infec¢do afeta tanto a populacdo imunocompetente como a populacdo de
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imunossuprimidos e se apresenta sob diferentes formas clinicas que variam segundo a area de
colonizagdo, extensao e coloracao das lesdes que, sdo mais expressivas e intensas, quando
desenvolvidas em individuos imunodeficientes (MARTINS et al., 2007; CAMBUIM et al.,
2011).

A candidiase oral, afeta cerca de 90% dos pacientes com a Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida HIV/ AIDS (OWOTADE; PATEL, 2014) e, atua como
marcador, indicando a progressdo da doenga e aumento da imunossupressio (ALMEIDA et
al., 2012 , VIEIRA et al., 2012); apresenta-se clinicamente como aguda e crOnica, com ou sem
a presenca de lesdes associadas a outras patologias (SIMOES; FONSECA; FIGUEIRAL,
2013); além disso, pode causar hiperplasia epitelial e gerar uma leucoplasia bucal (VIEIRA et
al., 2012).

Dentre os quadros infecciosos que afetam o 6rgdo sexual feminino, a candidiase
vulvovaginal € a segunda mais frequente e, as lesOes geradas, podem se estender e afetar as
dreas perianal e inguinal (SILVA et al., 2014). Acredita-se que pelo menos 75% das mulheres
em todo o mundo j4 apresentou um episodio de candidiase vulvovaginal e a probabilidade de
uma recorréncia é em torno de 5%, envolvendo mulheres imunocompetentes (SOBEL, 1998;
ACHKAR; FRIES, 2010). C. albicans estar presente em 85 a 90% dos casos, quando
comparados a outras espécies do género envolvidas: C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C.
parapsilopsis (FEUERSCHUETTE et al., 2010)

O perfil de infecgdes flingicas sistémicas tem apresentado um aumento na incidéncia
de forma significativa nas ultimas décadas (NEGRI et al., 2012). A candidemia é a
manifestacdo mais comum de infec¢do disseminada por Candida (PEIXOTO et al., 2014),
sendo responsavel por 80% dos casos em todo mundo. Em territério brasileiro, a candidemia
tem uma alta incidéncia de 2,49 casos por 1.000 internacOes que corresponde a uma taxa de 2
a 15 vezes maior do que a apresentada por varios paises do Hemisfério Norte, como Francga,
Estados Unidos, Noruega, Hungria e Suica (NAKAMURA; CALDEIRA; AVILA, 2013).

O principal mecanismo de transmissdo da candidemia dd-se por meio enddgeno, em
que Candida spp. constituintes da microbiota de varios sitios anatdmicos alteram seu cardter
comensal para patdgenos oportunistas em consequéncia a condi¢des da debilidade do
hospedeiro. No entanto, outra via de transmissdao pode ser descrita. A via exdgena ocorre em
meio hospitalar, nas acdes de cuidado ao paciente através das maos de profissionais de saide
e durante o manuseio de materiais médico- hospitalares contaminados por fungos (PEIXOTO

et al., 2014).



27

2.2 TERAPEUTICA ANTIFUNGICA

Virias drogas antimicrobianas podem ser utilizadas ao tratamento das infec¢des
causadas por fungos, porém, essa “diversidade” torna-se relativamente pequena, quando em
comparacao ao arsenal de drogas disponiveis no tratamento de infec¢des bacterianas.

Os agentes antifingicos disponiveis a comercializacdo sdo distribuidos em classes
conforme o seu alvo de atuacdo na célula fungica (MURRAY et al., 2014). Sdo eles, os
polienos, inibidores da biossintese do ergosterol (azdlicos e alilaminas); antimetabdlicos
(fluocitosina) e equinocadinas (Figura 2).

Os polienos como nistatina, anfotericina B e suas formulacdes lipofilicas, sio
reconhecidos principalmente por atuarem de forma intensa na membrana celular fungica,
afetando diretamente o ergosterol. Esta unido provoca a formacao de canais, induzindo assim,
a perda de ions e moléculas e consequentemente ruptura e morte celular; além disso, sdo
descritos outros efeitos tais como, atuacdo sobre a via de oxidagdo intracelular e efeitos
imunoduladores (CUENCA-ESTRELLA, 2010).

Contemplando a maior classe de antifungicos sintéticos, as drogas azodlicas sdo
constituidas por duas familias que diferem no nimero de dtomos de nitrogénio no seu anel
azol: os imidazdlicos (dois 4tomos de nitrogénio) como o miconazol, cetoconazol e
clotrimazol e econazol; e os triazdlicos (trés dtomos de nitrogénio), como fluconazol,
voriconazol, itraconazol e posaconazol (MURRAY et al., 2014). De uma forma geral, esta
classe impede a sintese do ergosterol (principal componente da membrana dos fungos que
confere controle na permeabilidade celular), por inibir a enzima C-14-a-desmetilase, o que
causa acimulo de lanosterol (intermedidrio) e 14-o-metilesterois (produto téxico as células
fungicas), levando a inibic¢ao do crescimento fingico (CUENCA-ESTRELLA, 2010).

Com atividade semelhante aos azdlicos, as alilaminas (terbinafina e naftifina)
bloqueiam a sintese do ergosterol via esqualeno, causando acimulo de esqualeno e reducdo na
formacao de ergosterol (MURRAY et al., 2014).

Pertencente a classe das pirimidinas, a flucitosina (5-fluorocitosina, 5-FC), € o unico
antifungico, antimetabodlico, que sua agdo se dé pela conversdo intracelular de 5-fluorocitosina
a 5-fluoracil (5-FU) em dcido 5-fluoridico que compete com uracil na sintese de RNA,

gerando assim, RNA defeituoso e bloqueio da sintese proteica (MURRAY et al., 2014).
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As equinocandinas, atualmente sdo representadas por micafungina, caspofungina e
anidulafungina e agem na parede celular inibindo a enzima B - (1,3) - D-glucano sintase,
comprometendo a estabilidade dessa estrutura e, por conseguinte 4 morte do fungo
(PIGATTO; UCHOA; COSTA, 2009; CORTES; RUSSI, 2011).

A escolha da terapéutica contra candidiases é dependente de vérios fatores
interligados, como, o local e a agressividade da infeccdo, a susceptibilidade do antiftingico, o
estado clinico do paciente e a espécie de Candida envolvida.

No que diz respeito, ao tratamento de onimicoses causadas por Candida spp., a terapia
medicamentosa envolve a utilizacdo de antifiingicos de aplicagcdo tdpica, como clotrimazol e
nistatina; drogas de a¢do sistémica, como terbinafina, itraconazol ou fluconazol e, a depender
do caso considera-se possivel combinagdo das terapias (PEIXOTO et al., 2014; DIAS et al.,
2013).

Para candidiase bucal, a nistatina na forma de suspensdo € considerada a droga de
primeira escolha, devido sua eficdcia e reduzidos efeitos colateiras para efeito local. Também
podem ser considerados, clotrimazol, miconazol e anfotericina B para um efeito topico e
fluconazol, itraconazol e cetoconazol para uma acdo sist€émica (WILLIANS et al., 2011;
CORRALOA; HERAS-ALONSOA; ACEBESB, 2014).

A candidiase vuvolvaginal sdo indicados dose tnica dos antifiingicos fluconazol ou
itraconazol por via oral, enquanto para efeito local sdo empregados miconazol ou clotrimazol
(SCHEINFELD, 2015).

Ja para a candidemia, a terapéutica € realizada com antifiingicos de agdo sist€émica
como fluconazol, anfotericina B, voriconazol e equinocandinas (PEREIRA; PAIVA, 2010).
Dentre esses, os triazolicos sdo considerados os antifiingicos mais indicados no tratamento da
candidiase sist€mica, em razdo, da baixa toxicidade quando comparado com a anfotericina B e
0 menor custo em relacdo as equinocandinas. No entanto, quando se considera a presenca de
fatores de risco ao paciente, a espécie de Candida e a sua susceptibilidade aos azélicos; as
equinocandinas, anfotericina B e ou suas formulacdes lipofilica sdo indicadas (PEREIRA;

PAIVA, 2010).
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Figura 2 - Mecanismo de acdo dos agentes antifiingicos conforme seu alvo de atuacdo. A flucitosina bloquea a
sintese de DNA no fungo. As alilaminas assim como os azdlicos, inibem a sintese do ergosterol. As alilaminas
atuam via esqualeno bloqueando esqualeno epoxidase e, os azdlicos agem por bloquear a enzima C-14-a-
desmetilase, impossibilitando a conversdo de lanosterol a ergosterol. Os polienos ligam-se diretamente ao
ergosterol na membrana fingica, induzindo a formagdo de canais, perda de fons e demais moléculas, provocando
ruptura da integridade da membrana e morte da célula fingica. As equinocadinas inibem a sintese de parede

celular por bloqueio da enzima B - (1,3) - D-glucano sintase. Fonte: KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012.

2.3 RESISTENCIA ANTIFUNGICA

O “fendmeno” resisténcia, aos agentes antifingicos € primario ou secundario e esta
relacionada a caracteristicas intrinsecas ou adquiridas do fungo patogénico, a que interferem
na obtengdo de sucesso terapéutico.

De uma forma geral, diversos mecanismos bioquimicos contribuem para o
desenvolvimento do fendtipo de resisténcia a drogas nos fungos (Figura 3). Alteragdes no
alvo molecular do farmaco, superexpressao de bombas de efluxo, alteracdes na biossintese do
ergosterol, perda de porinas, “sobre expressdao” da molécula alvo e producdo de enzimas
fingicas degradantes do farmaco, fazem parte desse perfil (GHANNOUM; RICE, 1999;
SANGLARD; ODDS, 2002).
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Figura 3- Mecanismos moleculares de resisténcia aos antifingicos. 1-Bloqueio da entrada do antifingico; 2-

Bombeamento da droga para o meio extracelular; 3-Produc¢do e acdo de enzimas que degradam o farmaco
inativando-o; 4-Via metabdlica alternativa que“burla”a via do qual o antifingico apresentaria atividade; 5-

Superproducao do alvo do antiftingico; 6-Alteragdo do alvo;7- Inativacdo de enzimas necessdrias para obtencao

da forma ativa da droga. Fonte: adaptado de LOURENCO, 2015.

No entanto, especificamente para os azélicos sdo descritos trés mecanismos de
resisténcia por as espécies de Candida. O primeiro trata-se da inducdo de bombas de efluxo
pelos genes CDR (Candida Resistente a Drogas) e MDR(Resisténcia a Multidrogas), levando
a reducdo da concentragcdo de azdlicos intracelular necessdria para produzir efeito suficiente
satisfatorio; outro mecanismo de resisténcia consiste em mutagdes em genes ERGII,
responsavel pela codificacdo de enzima alvo C-14-a-desmetilase. Mutacdes nesse gene,
induzem a alteragdes ou sobre-regulacdo sobre esta enzima, impedindo a ligacdo dos azdlicos
ao sitio enzimatico. O terceiro mecanismo envolve o desvio de via do ergosterol por mutagdes
em ERG3. A ndo formacdo de 14-a-metil-3,6-diol (produto toxico) e sim a substituicdo por
14-a-methilfecosterol, promove a anulagdo dos efeitos perturbadores causados na membrana

pelos os azdlicos (SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL, 2015).
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Com relagdo aos polienos, nistatina e anfotericina B pouco se sabe sobre os
mecanismos de resisténcia. Acredita-se que em Candida spp., a resisténcia a anfotericina B
esta relacionada também a mutagdes no gene ERG3 (ESPINEL-INGROFF, 2008); assim
como, na presenca de possiveis alteracdes em outros genes reguladores de enzimas
formadoras do ergosterol (ERG1, ERG25) e beta-1,6-glucano (SKNI1, e KRE1) em C.
albicans formadora de biofilmes (KHOT et al., 2006).

Os mecanismos de resisténcia a flucitosina envolvem mudanca na enzima citosina
permease (codificada pelo gene FCY2), responsdvel pela internalizacdo da droga na célula
fungica; ou alteragdes na enzima citosina desaminase (codificada pelo gene FCY1),
responsavel pela conversdo de flucitosina a 5 - fluorouracil; ou mudangas na enzima uracila
fosforibosil transferase, que € responsavel pela transformacdo de 5-fluorouracil em
monofosfato de 5-fluorouridina (codificada pelo gene FURI), que impossibilita o
comprometimento a nivel de RNA e sintese proteica da célula fungica (ESPINEL-INGROFF,
2008). O que vem sendo observado € que especificamente a maioria destes mecanismos €
direcionado a C. albicans, porém resisténcia em C. glabrata, também vem sendo evidenciada,
por mutacdes em outros genes (WHITE, 2007; PFALLER, 2012).

A resisténcia as equinocandinas ainda é rara. A diminuic@o de susceptibilidade in vitro
a caspofungina, anidulafungina, e micafungina pela CIM elevada para C. parapsilosis e C.
guilliermondii, C. krusei, C. albicans e C. glabrata foram evidenciados (MAZUELOS;
RODRIGUEZ-TUDELO, 2008; PFALLER, 2012); No entanto, sdo descritas que mutacdes
pontuais em duas regides “hot-spot” (HS1 e HS2) do gene FKS1 (codificador do complexo B-
1,3-D-glucano sintase) e em menor propor¢cao em FKS2 que estdo associadas ao mecanismo

de resisténcia a esses antiftingicos (PARK et al, 2005; PERLIN, 2007; PFALLER, 2012).

2.4 TERAPIA COMBINADA

A terapia combinada de antifingicos é um atrativo recurso aplicado frente as
limitacdes da monoterapia as infec¢Oes flingicas. Esta estratégia busca sempre em poder
ampliar o espectro de eficicia terapéutica, minimizando o desenvolvimento e evolucdo de
resisténcia, reducdo de dose o que refletird efetivamente em menor toxicidade, maior
seguranga, tolerabilidade e melhorias a taxas de cura ao paciente (MUKHERIJEE et al., 2005;
HAet al, 2011).
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Na literatura encontram-se dispostos vdrios estudos com associagdo de drogas
antifingicas a produtos naturais. S@o revelados, por exemplo, que a combinacio ente 6leo
essencial de Plectranthus amboinicuse a itraconazol, produziu sinergismo sobre C. albicans,
C. tropicalis, C. krusei e C. stellatoidea. Para o cetoconazol, esse 6leo essencial também
revelou um caréter sinérgico sobre C. guilliermondii e C. stellatoidea e somente antagdnico
para C. albicans (OLIVEIRA, et al., 2007).

O dleo essencial de Myrtus commumis, quando em associado com anfotericina B,
mostrou em sinergismo a cepas fungicas de C. albicans e Aspergilus niger (MAHBOUBI;
BIDGOLLI, 2010).

No trabalho de Guo e colaboradores (2010) envolvendo alicina principal componente
biologicamente ativo do extrato de alho fresco esmagado, fluconazol e cepas de C. albicans
com perfil de resisténcia e sensibilidade a fluconazol, mostraram que a combinacdo resultante
de alicina e fluconazol mostraram em um 6timo efeito sinérgico a 23 das 26 cepas de C.
albicans ensaiadas.

Nobrega e Oliveira (2012) revelou que a combinacio de carvacrol com anfotericina B
e cetoconazol produziu sinergismo para cepas de C. guillermondi e com fluconazol para C.

parapsilosis.

2.5-PESQUISA DE NOVAS DROGAS ANTIMICROBIANAS

Desde a antiguidade, a busca de drogas eficazes a erradicacdo de doencas, é paralelo
ao desenvolvimento do homem.

Em meados século XX, as inddstrias fairmaco-quimicas visavam solucionar por meio
do desenvolvimento de drogas sintéticas, todas as moléstias que acomentem 0s seres vivos,
bem como, proporcionar a sua preven¢do, mas esse anseio nao foi totalmente alcancado com
sucesso, j4 que ndo obtiveram todas as substdncias sintéticas necessdrias para cura €
prevencdo de todas as enfermidades (SMITHY, 1998).

Nesse contexto, uma enorme gama de antimicrobianos que agem sobre diferentes
micro-organismos patogénicos foram desenvolvidos (LOBO et al., 2010); porém, devido o
uso indiscriminado e excessivo desses agentes, tem levado ao surgimento de formas

patogénicos com perfil de multirresisténcia (OLIVEIRA et al., 2010).
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Explorando a capacidade dos produtos naturais, inimeros estudos desenvolvidos, vém
apresentando resultados positivos contra essa realidade. Em exemplo, ensaios in vitro
envolvendo extratos de L. camara e L. montevidensis, apresentaram um grande potencial
modulador de resisténcia de aminoglicosideos quando em associacdo, além de mostrar

=

atividade inibitéria a bactérias “padrdo

testadas (SOUSA et al., 2011).

e multirresistentes gram- positivas e gram-negativas

Os estudos com decoctos de Schinus terebenthifolius Raddi (aroeira), Punica
granatum Linn (romd) e Cinnamomum zeylanicum Breym (canela) obtidos de feiras livres,
frente a diferentes tipos de Candida (C. albicans, C. krusei e C. tropicalis), apresentaram
atividade antifingica de forma diversa para as cepas ensaiadas (ABILIO et al., 2014).

O extrato hidroalcodlico e o 6leo essencial das folhas Lippia sidoides Cham (alecrim-
pimenta), mostraram resultados satisfatérios contra Candida spp., porém o seu O6leo
apresentou maior potencial farmacolégico ao promover melhor atividade antifingica
(BATISTA et al., 2013).

N3ao somente, ensaios com decoctos, extratos € Oleos essenciais tém revelado bons
resultados voltados para o estudo da atividade antimicrobiana, também ensaios com
fitoconstituintes também vem se mostrando promissores nas pesquisas. O flavonoide 5.7.4’-
trimetoxiflavona isolado da fase cloroférmica de Praxelis clematidea, mostrou ser sensivel
para todas as cepas bacterianas testadas (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 13150, Pseudomonas aeruginosa P 03, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25853, Escherichia coli ATCC 25922 e Escherichia coli 5) com uma CIM
de 128ug/mL (OLIVEIRA-FILHO et al., 2013).

A diidroqueleritrina um alcaloide isolado do extrato metanolico de Zanthoxylum
stelligerum, apresentou uma ampla atividade contra cepas padrdao e isolados clinicos de
bactérias e fungos no ensaio de difusdo em disco (SILVA, C et al., 2010).

Em outros estudos, o carvacrol e timol (fitoconstituintes de muitos 0leos essenciais)
mostraram um forte efeito fungicida contra todos os isolados de Candida. Segundo o autor
este atuacdo pode ter como origem a inibicdo da biossintese do ergosterol e a ruptura da
integridade da membrana (AHMAD et al., 2010a).

Em acordo ao que foi evidenciado, pesquisas a partir compostos naturais, que revelem
propriedades antimicrobianas pode ser a soluc¢do, juntamente ao auxilio de ferramentas
cientificas, tecnoldgicas o que inclui as computacionais e recursos humanos, para obtencdo de
novos farmacos naturais, semissintéticos ou sintéticos, de uso seguro e eficaz

(GUILHERMANO et al., 2010; MENDES et al., 2011).
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2.6 ESTUDO DE TOXICIDADE E FARMACOCINETICA DE COMPOSTOS NATURAIS,
SUJEITO AO DIRECIONAMENTO DE NOVOS FARMACOS

Os produtos naturais cada vez mais vém recuperando espago € importiancia nas
inddstrias farmacéuticas ao serem fortes aliados ao desenvolvimento de novas drogas. No
entanto, o planejamento de novos farmacos é um processo drduo, que requer tempo e
investimento aplicado a pesquisa e o desenvolvimento. Calcula-se que para obter uma nova
droga segura e eficaz ao consumo humano, seja necessério entre 15- 25 anos, com um gasto
de 1,4 a 800 bilhoes de délares (GELDENHUYS et al., 2006). Uma das razdes participativas
na delonga a esse processo trata-se do insucesso apresentado em 50% do desenvolvimento de
um novo farmaco em decorréncia do perfil farmacocinético e toxicoldgico inapropriado.

Assim, promover a determinagcdo dos parametros ADMET (Absorcdo, Distribuigdo,
Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade) para moléculas em estudo, sdo importantes, para
definir quanto a sua biodisponibilidade e os possiveis efeitos toxicos da molécula, o que
contribui na reducdo de tempo e custo no processo de investigacdo e desenvolvimento de
novas drogas (HANSCH et al, 2004).

Neste contexto, estudos com modelos in silico, assistidas por computador, vem se
destacando, uma vez, que estdo sendo direcionada a avaliagdo de toxicidade de moléculas no
meio metabdlico de mamiferos, onde sua utilizacdo € admitida por se encontrar num ambiente

regulatdrio e estimulada pela legislacdo recente (MARCHANT, 2012; ANVISA, 2014).

2.7 TERPENOS

Os 6leos essenciais, um complexo aromético que contém uma mistura de diversos moléculas
organicas, oriundos do metabolismo secunddrio das plantas; ja revelaram e continuam a
revelar em todo o mundo inimeras propriedades bioldgicas exercidas sobre animais, plantas e
seres humanos (BASER; BUCHBAUER, 2010); sendo este perfil, um reflexo a sua rica
composi¢do quimica, que varia entre dois grupos de estruturas de baixo peso molecular: os
terpenos e terpenoides (grupo I) e compostos aromaticos alifaticos (grupo II) (BAKKALLI et
al., 2008) . Os terpenos se enquadram como o grupo mais importante na composi¢do dos
6leos essenciais. Biossinteticamente sdo derivados de condensagdo de unidade de isopreno Cs

a partir da via do acido mevaldnico. Os terpenos sdo classificados segundo a quantidade de
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unidades isoprénicas existente no seu esqueleto de carbono. Os terpenos mais frequentemente
encontrados sao monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis) e diterpenos (Cz0). No entanto, a
partir do momento, em que esses contém compostos de oxigénio na molécula, tais como
grupos de hidroxilo, carbonila, cetona e aldeido, resultam em compostos denominados como
terpendides (BAKKALLI et al., 2008).

Virias propriedades farmacoldgicas sobre terpenoides encontram-se dispostos na
literatura, com destaque para os monoterpenoides. Pesquisas com citral e uma derivacdo sua,
o citral-epoxi, apresentaram uma boa atividade antimicrobiana, mostrando ser mais eficaz
contra cepa de Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) do que os antibidticos
acido nalidixico, ampicilina e nitrofurantoina (SADDIQ; KHAY YAT, 2010). O timol oriundo
do Oleo de Lippia gracilis Schauer, revelou atividade anti-inflamatéria e cicatrizante em
roedores (RIELLA et al., 2012). Em outro estudo, as concentra¢des subinibitdrias de eugenol
foram capazes de reduzir a produgdo de exotocinas SEA e SEB, TSST-1 (toxic shock
syndrome toxin 1) e o-hemolisina de Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA),
bem como de sua forma sensivel (MSSA), detectados por avalicdo das expressdes
transcricionais e niveis fenotipicos (QIU et al., 2010b).

Enfatizando a enorme bioatividade apresentada pelos os monoterpenoides, o -
citronelol/ citronelol, o 3,7-dimetil-6-octeno-1-ol (Figura 4), encontrado nos 6leos de plantas
aromaticas, empregadas na medicina popular como as espécies de Cymbopongon citratus
(campim-santo), Cymbopongon nardus, Cymbopongon winterianos (conhecidas como
citronela) (KPOVIESSI et al., 2014; ANDRADE et al., 2012); Eucalyptos citriodora
(eucalipto) (OLIVERO-VERBEL; NERIO; STASHENKO, 2010) e Lippia alba (erva-
cidreira-de-busto) (TAVARES et al., 2005), vem mostrando ser um provedor de inumeros

efeitos farmacoldgicos.

HSCW\’/\/OH

CHs CHs
B - citronelol

Figura 4 - B - citronelol, estrutura molecular.
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Em exemplo, no estudo de uma possivel acdo anti-inflamatdrio, sobre o processo
inflamatério induzido por Lipossacarideos (LPS) em macréfagos RAW2647, o citronelol
mostrou uma boa atividade anti-inflamatdria, ao interferir numa série de fatores envolvidos no
processo que leva a inflamacdo, como a producao de 6xido nitrico (NO) e prostaglandinas E»
(PGE»), bloqueio da atividade enzimético da Sintase de Oxido Nitrico induzivel (iNOS),
atenuacdo dos genes de cicloxigenase-2 (COX-2) e inibicdo da degradacdo e translocagcdo de
IxB/ Fator Nuclear kB p65 (NF-«B p65) respectivamente (SU et al., 2010).

Em outro estudo, B - citronelol, foi considerado uma molécula antiespasmédica e
provedora de miorrelaxamento do musculo liso respiratdrio, ao ter capacidade em reduzir o
acoplamento eletromecéanico (VASCONCELOQOS, 2013).

Também sdo descritos, outras acdes farmacoldgicas com resultados satisfatdrios, o que
inclui, atividade anticonvulsivante (SOUSA et al., 2006) e acdo vasodilatadora (BASTOS et
al., 2009).

Portanto, o B - citronelol, considerada molécula de valor comercial, configurada ao
papel de ingrediente em perfumes, produtos de higiene, cosméticos e em alimentos como
flavorizantes (BELSITO et al., 2008); somada ao perfil ativo do qual vem sendo relatado,
permite vislumbrar o seu grande potencial ao desenvolvimento de um novo medicamento com
possivel propriedade antifingica e que possa ser utilizado na terap€utica de infec¢cdo por

leveduras do género Candida.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade bioldgica de B - citronelol sobre cepas de C. albicans.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Fungicida

Minima (CFM) de f - citronelol sobre as cepas C. albicans;

e Verificar a susceptibilidade das cepas de C. albicans aos antifungicos licenciados:
anfotericina B, cetoconazol, clotrimazol, fluconazol, itraconazol, miconazol e

nistatina;

e Avaliar a atividade de associacdo de [B- citronelol aos azdlicos (cetoconazol,
clotrimazol, fluconazol, itraconazol e miconazol) e aos polienos (anfotericina B e

nistatina);

e Investigar os parametros farmacoldgicos, toxicoldgicos e possiveis espectros de

atividade do f - citronelol in silico.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAL DO TRABALHO

Os ensaios laboratoriais referentes ao estudo da atividade antifingica foram realizados
no Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de

Ciéncias da Saude (CCS), Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.2 SUBSTANCIA

A substancia (£) - B - citronelol 95% (SIGMA-ALDRICHT/USA) foi solubilizado em
tween 80 a 0,02%, a dimetil-sulféxido (DMSO) numa propor¢ao de até 0,5% e completada
com dgua destilada esterilizada (q.s.p. 5 mL), para obter uma emulsdo na concentracdo de

1024 pg/mL (NASCIMENTO et al., 2007; PEREIRA et al., 2014).

4.3 ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLOGICA

4.3.1 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios de avaliacdo da atividade antifiingica foram
Agar Sabouraud Dextrose (ASD), Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) (DIFCO
LABORATORIES/ USA/FRANCE) e RPMI 1640-L-glutamina sem bicarbonato (LGC
BIOTECNOLOGIA/BRASIL), os quais foram preparados segundo as descricdes dos
fabricantes. Anterior a utilizagdo, os meios foram solubilizados em &4gua destilada e

esterilizados em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

4.3.2 Cepas fungicas

Para os ensaios de atividade antifingica, foram utilizadas cepas de Candida albicans
(quadro 2). Estas pertencem a MICOTECA do Laboratério de Micologia, Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Satide (CCS) da Universidade Federal
da Paraiba. Todas as cepas foram mantidas em ASD a temperatura de 4 °C. Foram utilizados

para os ensaios, repiques de 24-48 horas em ASD, incubados a 35 + 2 °C.
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Cédigo de identificacio das cepas de Origem
C. albicans (cepas padrao/ isolados clinicos)
ATCC - 76485 Colecao de Culturas Norte Americana
ATCC — 74645 Colegao de Culturas Norte Americana
.......................... LM - 178 Cavidade bucal
.......................... LM - 615 Unha
LM — 37 Unha
LM — 38 Cavidade bucal
.......................... LM - V42 Unha
LM - 52 Sangue
LM -70 Unha
LM -92 Sangue
LM — 86 Cavidade bucal
LM — 125 Unha

Quadro 2- Cepas fungicas de C. albicans: relagdo entre o c6digo de identificagdo e sua origem.

4.3.3 In6culo

Para preparacdo do indculo, coldnias obtidas de culturas das cepas de C. albicans em

ASD, foram suspensas em solucdo de NaCl 0,85% estéril. Suspensdes obtidas foram

devidamente agitadas em aparelho voértex e ajustadas de acordo com o padrio 0,5 de

McFarland, para primeiramente obter um inéculo de10® UFC/mL e em seguida diluida em

solugdo salina numa propor¢do de 1:10, para enfim resultar numa suspensao fungica contendo

10° UFC/mL que foi utilizada nos ensaios (Figura 5) (KONEMAN et al., 2008; OSTROKY et

al., 2008).
Comparacao
de turbidez .
— —
Semeio ColoOnias ) &

o

=)

desenvolvidas ‘(i"* 5

Figura 5- Esquema representativo da preparagdo do inoculo.

Escala McFarland ~ Inéculo 10° \ @
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’ Inéculo 10°
=0 UFC/mL
e :

UFC/mL] (/i:



42

4.3.4 Antifungicos

Os antiftingicos anfotericina B (AB), cetoconazol (KET), clotrimazol (CTR),
fluconazol (FLU), itraconazol (ICZ), miconazol (MCZ), e nistatina (NY) (CECON/SAO
PAULO-SP) foram usados nos testes identificacdo do perfil de sensibilidade das cepas
fangicas (Antifungigrama) e no estudo de associacdo com [ - citronelol. Além disso, nistatina
(SIGMA-ALDRICH®/SAO PAULO-SP) foi utilizada nos ensaios de atividade bioldgica,

servindo como controle droga padrao.

4.3.5 Determinacado da Concentracdo Inibitéria Minima — CIM

Os ensaios de atividade antifingica foram realizados conforme os protocolos de
Cleeland; Squires (1991), Hadacek; Greger (2000) e NCCLS/CLSI (2002). A determinagao da
CIM de B-citronelol, sobre cepas de Candida foi realizada através da técnica da microdilui¢ao
em caldo em placa para cultura de células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96
pocos (Figura 6). Inicialmente, foram distribuidos 100 uL. de CSD/RPMI duplamente
concentrado nos orificios das placas de microdilui¢do. Em seguida, 100 pL. da emulsdo do
produto teste duplamente concentrado, foram dispensados nas cavidades da primeira linha da
placa. E por meio de uma dilui¢do seriada a uma razdo de dois, foi obtida concentracdes de
1024 pg/mL até 4 pg/mL. Por fim, foi adicionado 10 pL dos in6culos de C. albicans nas
cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa fingica, especificamente.
Paralelamente, foram realizados controles de viabilidade das leveduras, com nistatina (100
UI) como controle droga padrio e CSD/RPMI com inéculo de leveduras. As placas
preparadas e assepticamente fechadas foram submetidas a incuba¢do numa temperatura de 35
+ 2 °C por 24 - 48 horas. A CIM foi definida como a menor concentragdo do produto, capaz
de produzir inibi¢cdo visivel sobre o crescimento fungico verificado nos orificios, quando em
compara¢do com seu controle. O resultado foi expresso pela média aritmética das CIM’s
obtidas no ensaio realizado em duplicata.

A atividade antifingica do P - citronelol foi interpretada e considerada como ativa ou
inativa, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL= forte/6tima atividade; 600-1500
pg/mL= moderada atividade; > acima de 1500 pg/mL=fraca atividade ou produto inativo

(HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).
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Incubacao (35 + 2°C/ 24-48h) = 5 DL
- = Q‘Q-Q«Q.Q_Q.Q-Q- Nistatina 100 UI +Leved.

QQ Q00000 Q_ CSD/RPMI+Leveduras

CIM SRR

Figura 6- Determinacdo da Concentrag@o Inibitoria Minima - CIM. Esquema do ensaio de Microdiluicéo.

4.3.6 Determinagdo da Concentragdo Fungicida Minima-CFM

Ap6s leitura da CIM, aliquotas de 10 puL do sobrenadante das cavidades onde foi
observada completa inibicdo do crescimento fingico (CIM, CIM x 2 e CIM x 4) nas placas de
microdilui¢do, foram semeadas em placas (90x15mm) contendo ASD e incubadas a 35+ 2 °C
por 24-48 horas (Figura 7). A CFM foi considerada como a menor concentra¢do em que nao
houve crescimento ou que o crescimento for inferior a 3 colonias (aproximadamente 99 a 99,5
% de atividade de morte). Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado expresso

pela média aritmética das CFM’s obtidas nos dois ensaios (ESPINEL-INGROFF et al., 2002).

CIM x4 oop oolo,q,o/\
CIMx2 _0-0-00.000.0 P

CIM | ©-0-0-0.00,0.0
Q-0-0-0-0-0-0-0
TQ-0-Q-0-Q-Q-Q0

. Q-Q-Q-0-0-0-0-Q_

Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-0O |
L Q-Q-Q-O0-0-Q-00 |
Q-Q-Q-QQQQ0 |
.;Q,:Q':.'-Q'.:Q-‘Ji—- Incubagdo 35 +2 °C
oooooooo‘ (24-48h)

[

Figura 7- Representacdo do ensaio para a obtencdo da Concentracdo Fungicida Minima — CFM..



44

4.3.7 Susceptibilidade das cepas de C. albicans aos antiftingicos (discos) - Antifungigrama

O teste de susceptibilidade das cepas de Candida albicans aos antiftingicos foi
realizado por difusdao em disco (BARRY; THORNSBERRY, 1991), como mostra figura 8.
Um volume de aproximadamente 1mL de cada suspensdo fungica foi devidamente semeado
com alca bacterioldgica descartdvel sobre a superficie s6lida de ASD contidos em placas lisas
estéreis (INLAB - 90x15mm). Discos de papel com diametro de 6,35 mm impregnados com o
antifingico, em concentracgoes especificas, foram aplicados sobre ASD. Em seguida, as placas
foram incubadas a 35 £ 2 °C por 24-48h. A leitura procedeu por avaliacdo do halo de inibi¢cdo
de crescimento do micro-organismo frente aos antiftingicos. Estes foram classificados como
sensivel e resistente, segundo as especificacdes recomendadas pelo fabricante, o Centro de

Controle e Produtos para Diagndsticos Ltda — CECON/SP (quadro 3).

O .QY
Incubacao 35 +£2 °C
(24-48h)

1mL da
suspensao

Suspensao |
fingica 10°
UFC/mL

Figura 8- Esquema representativo do ensaio de susceptibilidade de C. albicans aos antifliingicos.

Antifiingicos Classificacao da zona de inibicao
Anfotericina B 100 ug > 10 sensivel; < 10 resistente
Cetoconazol 50 ug > 20 sensivel; < 20 resistente
Clotrimazol 50 ug >20 sensivel; <20 resistente
Fluconazol 25 ug > 19 sensivel; < 19 resistente
Itraconazol 10 ug > 20 sensivel; < 20 resistente
Miconazol 50 ug > 20 sensivel; < 20 resistente
Nistatina 100 UI > 10 sensivel; < 10resistente

Quadro 3 - Classifica¢do dos antifiingicos em sensivel e resistente segundo a classificagdo da zona de inibicdo
formada-CECON.
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4.3.8-Estudo da associacdo de P - citronelol com anfotericina B, cetoconazol, clotrimazol,

fluconazol, itraconazol, miconazol e nistatina

Para o estudo de associacdo de P - citronelol com os antiftingicos foi realizado por
meio da técnica de difusdo em disco em meio sélido utilizando discos de papel filtro
(KONEMAN et al., 2008; OSTROSKY et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2006). Em placas de
petri foram adicionadas 18 a 20 mL de ASD. Em seguida, 1mL da suspensio de cada levedura
foi devidamente inoculada e espelhada sobre o meio de cultura. Os discos antifungicos foram
embebidos com 10uL da CIM do produto teste e em seguida alocados em placas de Petri
estéreis lisa contendo ASD. Posteriormente, as placas foram incubadas a 35+ 2 °C por 24-
48h, seguido da realizacdo de sua leitura. O efeito interferente da combinacdo B-citronelol
com os antifingicos (Figura 9), foi avaliado conforme a metodologia descrita por Cleeland;
Squires (1991) e Lima e colaboradores (2003):

e Efeito sinergistico: ocorre quando o halo de inibicdo ao crescimento microbiano,
apresenta um didmetro maior ou igual a 2mm, em comparacdo ao do antifingico
isolado;

e Efeito antagonico: considera-o quando a combinagdo fitoconstituinte com o
antifingico resulta em um halo de inibi¢do com um didmetro menor do que o obtido
pelo o antiftingico.

e Efeito indiferente: determina-o, quando a formacgdo do halo de inibi¢do resultante da
combinacdo, obtém o mesmo diametro do antiflingico quando avaliado
individualmente.

Os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados foram obtidos pela média

aritmética dos didmetros formados nos dois ensaios paralelarmente.

Interpretacio da associaciao

e Sinergismo
Halo da associacdo > 2mm em comparacio ao halo
do antifiingico;

¢ Indiferenca
Halo da associacao = ao halo do antifiingico;
e Antagonismo
Halo da associacao < do que o halo do antifiingico.

Figura 9- Representagdo da leitura e interpretagdo do estudo de associagdo de B - citronelol com os antiflingicos.
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4.4-ENSAIOS IN SILICO

4.4.1 Passonline

Previsdo do espectro de atividade para substancias (PASS) online ¢ um software
destinado para avaliar o potencial bioldgico geral de uma molécula orginica sobre o
organismo humano. Este programa fornece previsdes simultineas de muitos tipos de
atividades bioldgicas com base na estrutura dos compostos organicos. O espectro de atividade
bioldgica de um composto quimico € o conjunto de diferentes tipos de atividade bioldgica,
que refletem os resultados de interagdo do composto com vérias entidades bioldgicas. Pass
online di vérias facetas da acdo bioldgica de um composto, obtendo os indices Pa
(probabilidade " de ser ativo") e Pi (probabilidade "de ser inativo") estimando a categoriza¢io
de um composto potencial em ser pertencente a subclasse de compostos ativos ou inativos,

respectivamente (SRINIVAS et al., 2014).

4.4.2 Anélise in silico dos parametros absorcdo, distribui¢cdo, metabolismo, excrecdo e

toxicidade-ADMET

Para a andlise dos parametros farmacoldgicos e toxicoldgicos tedrico do f - citronelol,
foi realizada a avaliacdo in silico dos parametros ADMET (Absorciao, Distribuigdo,
Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade).

Na andlise dos parametros farmacoldgicos, foi avaliado a biodisponibilidade oral
tedrica de B-citronelol, pela “Regra dos Cinco” de Lipinski, que estabelece que pelo menos
trés de quatro requisitos deva ser apresentados para que o composto possua uma boa
biodisponibilidade. Assim, para que compostos sejam absorvidos, devem possuir peso
molecular 500 daltons (Da), coeficiente de parti¢do octanol/dgua calculado (cLogP) 5, nimero
de aceptores de ligacdo hidrogénio (nALH) 10 e ndmero de grupos doadores de ligacao
hidrogénio (nDLH) 5 (LIPINSKI et al., 2001). A esta predi¢do, foi empregada o programa
Molinspiration Cheminformatics (http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties).

Aos parametros toxicologicos foi efetuado o estudo tedrico de efeito mutagénico,
tumorigénico, irritante e efeito sobre sistema reprodutor (ABREU, 2008); pelo o programa

Osiris Property Explorer (HTTP://www.organicchemistry.org/prog/peo/drugScore.html).


http://www.organicchemistry.org/prog/peo/drugScore.html

47

Nesta anélise, os resultados foram classificados a partir de uma escala de 1 a 3, onde: 1

significa toxicidade ausente, 2 toxicidade moderada e 3 toxicidade severa.

4.5 TRATAMENTO ESTATISTICO

Ao tratamento estatistico dos dados, foi empregado o teste o t de Student para a andlise
entre colunas. Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. A anélise dos
dados foi por utilizagdo da ferramenta estatistica GraphPad Prism versdao 6.0 para Windows,

San Diego, CA, EUA .
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA- CIM E
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA- CFM

A pritica do estudo com produtos naturais representam grandes perspectivas na
descoberta de novos compostos com propriedades farmacoldgicas, o que inclue os que
apresentem atividade antimicrobiana, os quais possam ser direcionados na producao de novos
farmacos eficazes e seguros a terapéutica contra doengas infecciosas.

Nesse contexto, vdrios métodos podem ser aplicados para estudo de atividade
antimicrobiana de 6leos essencias e extratos de plantas (BONA et al., 2014; OSTROSKY et
al., 2008); e por sua vez, também sdo ampliados aos seus fitocontituintes. Assim, buscando
conhecer o perfil antiftingico acerca de B - citronelol, foi avaliado a sua atividade frente a
cepas de C. albicans, pela determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima - CIM.

A técnica de microdiluicdo em caldo foi o procedimento executado para determinacao
da CIM. Considerada simples, econdmica e reprodutivel, requer uma pequena quantidade de
amostras variadas a ser trabalhada para um maior nimero de repeticdes. Pode ser aplicada
tanto para substincias soldveis em dgua como as de perfil lipossolivel, dispondo de
resultados quantitativos e tem uma sensibilidade de trinta vezes maior do que os demais
métodos disponiveis na literatura. Além disso, este método tem ainda a vantagem em
disponibilizar informacdes sobre a CFM (OSTROSK et al., 2008; ZACCHINO, 2001).

Os resultados do ensaio de avaliacdo de atividade antifiingica contra cepas de C.
albicans estdo expressos na Tabela 1. Valores da CIM encontrados para o - citronelol,
mostra que o fitoconstituinte até a concentragdo de 128 pug/mL inibiu o crescimento de 9
(75%) das 12 cepas de C. albicans. E até 256 pg/mL todas as 12 cepas (100%) da levedura

apresentaram-se sensiveis ao § — citronelol.
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Tabela 1- Resultados da avaliagdo da CIM (ug/mL) de B — citronelol sobre cepas de C. albicans — técnica de

microdilui¢do.
Cepas fungicas B - citronelol CIM Controle nistatina ~ Controle da levedura
(ug/ mL) (100 UI)
C.a ATCC - 76485 128 - +
C.a ATCC - 76645 128 - +
C.alM - 178 128 - +
C.alM-615 128 - +
C.alM -37 256 - +
C.alM - 38 128 - +
C.alLM - V42 128 - +
C.alM-52 256 - +
C.alM-70 256 - +
C.a LM - 86 128 - +
C.alLM -92 128 - +
C.alM - 125 128 - +

(-) auséncia do crescimento de leveduras; (+) presenca do crescimento de leveduras.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com aqueles ja obtidos por
Tampiere e colaboradores (2005). Os pesquisadores fizeram uma avaliacdo de dezesseis 6leos
essenciais e quarenta e dois compostos puros isolados e mostram que o f - citronelol pelo o
ensaio de Susceptibilidade Antifingica em Agar Semissdlido (SAAS), apresentou uma CIM
de 100 ppm (ou 100 pg/mL) respectivamente, para as leituras efetuadas em 48 horas e 7 dias.

Em outro caso, Pereira et al. (2014), evidencia que o P - citronelol teve efeito contra
14 cepas de Trichophyton rubrum causador mais comum de dermatofitose cronica em
humanos, com uma CIM variando entre 8 a 1024 pg/mL.

Ja por Bezerra et al., (2013) foi registrado atividade contra micro-organismos isolados
de biofilme dental, pelo método de difusdo em disco. Para tanto, a formacdo de halo de
inibicdo contra Streptococcus mutans (10.7 mm), S. salivarius (10 mm) e S. oralis (9.8 mm),
permitiu com que este tenha sido considerado, indicativo a prevenc¢do e tratamento de cérie
dentdria.

A falta de padronizacdo para os ensaios de susceptibilidade antimicrobiana, com
produtos naturais e seus derivados (HOOD; WILKINSON; CAVANAGH, 2003; BONA et
al., 2014); dificulta numa avaliacdo comparativa desses resultados com outros obtidos em

diferentes pesquisas.
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No entanto, para todas as situagdes supracitadas & possivel observar o potencial
bioativo que este fitoconstituinte possui, do qual também foi evidenciado ao revelar uma
6tima CIM contra C. albicans para esta pesquisa.

Com a necessidade de averiguar maiores aspectos quanto a real dimensdo de seu
potencial antifingico, foi realizado o ensaio de Concentra¢do Fungicida Minima - CFM. Para

este, os resultados encontram-se distribuidos na tabela 2.

Tabela 2- Avaliacdo da Concentracdo Fungicida Minima de - citronelol sobre cepas de C. albicans- técnica
de microdiluigdo.

Cepas fungicas B - citronelol Controle nistatina Controle leveduras
CFM (ug/mL) (100 UI)
C.a ATCC-76485 ND* - +
C.a ATCC-76645 512 - +
C.a LM- 178 256 - +
C.a LM- 615 128 - +
C.a LM- 37 512 - +
C.a LM- 38 256 - +
C.a LM- V42 ND* - +
C.a LM- 52 ND* - +
C.aLM- 70 512 - +
C.a LM- 86 128 - +
C.a LM- 92 128 - +
C.a LM- 125 256 - +

ND* Nio Detectado; (-) auséncia do crescimento de leveduras; (+) presenca do crescimento de leveduras.

A CFM de B - citronelol contra cepas de C. albicans, mostrou-se varidvel entre 128 a
1024 ng/mL. Esse comportamento de sensibilidade diversa das cepas estd relacionado quanto
a particularidades individuais, ao que tudo indica a variabilidade genotipica de cada exemplar.
Para tanto, foi considerado que a CFM de f - citronelol correspondeu a 512 pg/mL em 75%
da populagao de C. albicans.

Uma substancia com atividade antifingica pode ter um efeito fungistitico ou fungicida
e, de acordo com Siddiqui e colaboradores (2013), se calcularmos a razdo entre CFM/CIM
podemos descobir a natureza de sua acdo. Caso a razdo resulte num valor < 4 o efeito ¢
fungicida, no entanto se for > 4 a substancia tem perfil fungistitico. Ao analisar a natureza da
acdo antifingica de B - citronelol foi revelado que esta € do tipo fungicida (e ndo fungistético),

ja que a razdo obtida entre CFM754 / CIM759 foi igual a 4.



52

E fundamental também esclarecer que ao relevante perfil fungicida anti - C. albicans,
deve-se ao fato de [ - citronelol atender os pré-requisitos necessarios para esse efeito: ser uma
molécula de cadeia aberta com 10 atomos carbonos, dotada de pouca insaturagdo e com
funcdo organica alcodlica primaria (TAMPIERI et al., 2005).

Ainda vale ressaltar que clinicamente para que o um antimicrobiano tenha efetividade,
€ necessario que este alcance o foco da infeccao e detenha ou promova a inibicdo do
desenvolvimento exponencial de micro-organismos, facilitando a atuacdo de defesas
imunolégicas do hospedeiro no controle a infec¢do (CLEELAND; SQUIRES, 1991). Em
situagdes em que o hospedeiro apresenta o seu sistema imunolégico ndo deficiente, a
determinacdo da CIM € util para nortear a terapia antifungica. E dessa forma, a mesma
fundamenta-se na quantidade necessaria, que € alcancada no sitio da infec¢do, para atuar
como um inibidor potencial do crescimento de micro-organismos. Porém, em casos em que o
individuo encontra-se imunodebilitado decorrente a processos infecciosos, a CFM ¢ mais

eficaz na orientacio da terapia (KONEMAN et al., 1993).

5.2 PERFIL DE SENSIBILIDADE DAS CEPAS FUNGICAS AOS ANTIFUNGICOS
(ANTIFUNGIGRAMA)

O teste de sensibilidade das doze cepas de C. albicans para antifingicos escolhidos,
foi realizado com a pretensdo de nortear a sensibilidade das cepas; do qual foi valido, para
estudo e compreensdo dos ensaios de associacdo a ser evidenciados posteriormente.

Neste ensaio, o teste difusdo em disco, foi escolhido por ser um dos protocolos mais
utilizados na clinica para acompanhar a evolucdo de resisténcia fingica de Candida spp.
Muito embora ndo emita CIM, mas fornece resultados quantitativos (zona de inibi¢do) e
qualitativos (sensivel ou resistente) que ndo comprometem na avali¢do de sensibilidade para
os diversos espécimes de Candida o que inclui a do presente estudo (JUNIOR-
VASCONCELOS; MENEZES; CUNHA 2011; JUNIOR-VASCONCELOS et al., 2012).

Os resultados do ensaio de susceptibilidade das cepas de C. albicans aos antifungicos
encontram- se na tabela 3. E na figura 10 pode ser visualizado para um isolado C. albicans,

resisténcia predominante a quase todos os antifingicos testados.
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Tabela 3 — Resultados do perfil de susceptibilidade de C. albicans frente a antifingicos licenciados (halos de

inibicdo/mm) - difusdo em ASD.

Antiflingicos

<

< - — f— — T =

S g S S S S S, o 5

Cepusfingicas 55 E2 F% Ez Fm 3w 25 3

= 8@ EQ 89 82 88 28 £5

) - S) = E . ~ < 3 —

= 85 © = & = 7

C.a ATCC-76485 10® 309  26® 20  16®  26© 14 +
C.a ATCC-76645 159 330 210  23® gR 308 0™ +
C.alM- 178 oR 308 300 20 oR 258 26® +
C.alM- 615 158 17® 220 15®  1p® 4 S 186 +
C.a LM- 37 oR 219 255 oR  jo® 219 20®) +
C.a LM- 38 o® 258 258 o® o® 219 230 +
C.alM-V42 oR 308 24 oR  jo®  18®  16®) +
C.alLM-52 11® 309 280  16® 208 268 20 I
C.a LM- 70 209 210 250 oR o® 210 17®) +
C.a LM- 86 12 158 23®) o® o®R  18®  19® it
C.aLM-92 o® 21  21® o® oR  16® 15O +
C.a LM- 125 o®  21®  21® o® o®  1o®  1o® I

(S): Sensivel; (R): Resistente; (+) Presenca do crescimento de leveduras no meio de cultura.

Candida albicans LM - 125

Figura 10 - Perfil de sensibilidade a C. albicans LM — 125 expressos aos antifingicos: Anfotericina B (AB)
10mm (resistente); Cetoconazol (KET) 21mm (sensivel); Clotrimazol (CTR) 21mm (sensivel); Fluconazol
(FLU) Omm (resistente); Itraconazol (ICZ) Omm (resistente); Miconazol (MCZ) 10mm (resistente) ¢ Nistatina
(NY) 10mm (resistente).
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Os dados expressos na Tabela 3 mostram perfis de susceptibilidade diversos. O
itraconazol 91,67% (11 cepas), fluconazol 75% (9 cepas) e anfotericina B 58,33% (7 cepas)
caracterizam os antifingicos que apresentaram maior resisténcia. Enquanto clotrimazol 100%
(12 cepas), nistatina 91,67% (11 cepas), cetoconazol 83,33% (10 cepas), € miconazol 66,67%
(8 cepas) representam os antifiingicos com maior sensibilidade.

Aos triazodlicos, sdo visualizados que a susceptiblidade reduzida ao itraconazol, ja vem
sendo observada a mais de 10 anos (PASSOS et al., 2007); com visualizagao de resisténcia
cruzada a isolados de C. albicans e ndo albicans, pela exposi¢do antecedente e prolongada ao
fluconazol (KELLY S., ARNOLDI; KELLY D, 1993; NUNES et al., 2011).

Ao fluconazol, a presenca de isolados resistentes por Candida spp. de diferentes sitios
anatomicos (vulvovaginal, bucal, sangue), vem sendo muito difundido na literatura
(DALAZEN et al., 2011; ADESDI et al., 2011; MARR et al., 2000). Contudo € possivel
observar em pesquisas como as de Abaci; Haliki-Uztan (2011) e Benedetti; Fornari;
Scherviniski (2011), que as amostras clinicas de C. albicans ensaidas, apresentraram uma alta
frequéncia de resisténcia ao fluconazol (respectivamente 59,6% e 67%), a qual de forma
semelhante aqui foi evidenciada.

Com relacdo aos imidazolicos, a alta percentagem de sensibilidade revelada no estudo,
condiz com outras pesquisas. Como exemplo, Leite e colaboradores (2015), mostra que
82,4% dos 1solados de C. albicans obtidos de individuos com estomatite protética foram
suscetiveis a0 miconazol. Em um estudo com amostras clinicas oriundas de infec¢do vaginal,
todas as cepas de Candida spp. identificadas a incluir C. albicans foram sensiveis aos
imidazois miconazol como também ao clotrimazol (MAHMOUDABADI; NAJAFYAN;
ALIDADI, 2010). Em outro caso, foram evidenciados que 83% das cepas de C. albicans
obtidos de mucosa bucal e pele foram sensiveis ao cetoconazol (BENEDETTI; FORNARI,;
SCHERVINISKI, 2011).

Quanto aos polienos, o surgimento de resisténcia € algo ainda ndo muito detalhado na
literatura (GHANNOUM; RICE, 1999); ela pode aparecer em casos isolados
(MAROSZYNSKA et al., 2013), como foi observado para a nistatina nessa pesquisa; no
entanto, para anfotericina B, vem sendo revelado uma outra face, uma modificacdo do perfil
de sensibilidade com o surgimento frequente de resisténcia, como pode ser exposto por
Dalazen e colaboradores (2011). Na pesquisa a resisténcia a anfotericina B, foi quase que

unanime para todos os isolados de Candida (albicans, krusei, tropicalis e glabrata),
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representado por 96,6% de resisténcia para aqueles que foram obtidos de pacientes com
recidivas de candidiase oral e 100% de resisténcia para os isolados de candidiase
vulvovaginal.

Numa avaliacdo geral, ter conhecido o perfil de susceptibilidade dos antiftingicos,
acrescenta a situacdo clinica, quanto realmente esta se tornando cada vez mais dificil o
combate de infeccdes por Candida com o emprego da monoterapia e, dessa forma, torna-se
um alerta para o desenvolvimento de estratégias alternativas para tratar de forma eficaz os
agentes patogénicos resistentes e, nessas condi¢cdes a terapia de combinacdo pode ser um

grande aliado (ALI et al., 2012).

5.3 ESTUDO DE ASSOCIACAO

A combinacdo de produtos naturais vegetais e antimicrobianos vem gerando a
descoberta de agentes modificadores de atividade antimicrobiana. O fato das combinagdes
realizadas mostrarem efeitos sinérgicos (SOUSA et al., 2011; COUTINHO et al., 2008);
vislumbram a capacidade dessas combinagdes representarem um avango contra oS
mecanismos de resisténcia impostos pelos micro-organismos; bem como, a capacidade de
ampliar as aplicacdes terap€uticas dos agentes antifungicos (AHMAD et al., 2010b), com
maior seguranca e eficécia.

Assim, ap6s a finalizagao dos ensaios de atividade antifingica do 3 — citronelol e do perfil de
sensibilidade dos antiftingicos licenciados, foi posto em pratica o estudo de associacdo desses
produtos idealizando avaliar a capacidade de B - citronelol como modificador de atividade
antifingica. Para esse estudo, os resultados encontram-se expostos na tabela 4. E na figura 11,
pode ser visualizado o perfil resultante da interagdo do fitoconstituinte sobre os antifiingicos

para um representante clinico de C. albicans testada no ensaio.
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Tabela 4 — Média dos resultados (em mm) do estudo de associa¢@o de B-citronelol com antiflingicos contra cepas
de C. albicans em meio sélido.

B- citronelol + Antiftingicos

)
Q

Cepas fiingicas % ;‘ § z E ¥ g2 g2 § % '«g o) % §

22 9o Eo Sun S o S o So E O
z9 3 o = = = o)
C.a ATCC-76485 131 481 407 301 201 351 177 0
C.a ATCC-76645 15% 401 307 307 8* 30 227 0
C.a LM- 178 157 351 321 15] 81 317 25| 0
C.aLM- 615 2071 221 301 281 261 22] 207 0
C.a LM- 37 177 351 301 251 157 2671 221 0
C.aLM- 38 10% 351 301 261 201 2671 20} 0
C.a LM- V42 107 381 301 187 10% 2571 2071 0
C.aLM- 52 10] 381 341 14] 20% 351 16] 0
C.a LM- 70 10] 341 301 231 187 301 2171 0
C.a LM- 86 8] 2071 20] 0 0* 217 20%* 0
C.a LM-92 8] 21* 20] 81 167 2871 2671 0
C.a LM- 125 10% 281 22% 0 81 211 221 0

1 Sinergismo; | Antagonismo; * indiferenca. “Disco blank” (Controle) auséncia de zona de inibigdo para o
crescimento fungico.

Candida albicans LM - 38

Figura 11- Perfil resultante da associacéo de P - citronelol sobre antifiingicos para C. albicans LM — 38. As zonas
de inibicdo expressas em mm permitem identificar a presenca ou auséncia de atividade modificadora para cada
antifingico. Anfotericina B (AB) 10 mm (indiferente); Cetoconazol (KET) 35 mm (sinergismo); Clotrimazol
(CTR) 30 mm (sinergismo); Fluconazol (FLU) 26 mm (sinergismo); Itraconazol (ICZ) 20 mm (sinergismo);
Miconazol (MCZ) 26 mm (sinergismo) e Nistatina (NY) 20 mm (antagonismo). Disco em blank (Controle)
auséncia de zona de inibicdo.
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Os resultados da associacdo (Tabela 4) mostram de uma forma geral, que a acdo
exercida pelo  — citronelol sobre os antiftingicos variou conforme o tipo de antifiingico e a
cepa de C. albicans testada no ensaio.

No entanto, percebeu-se que o B - ci. _aelol revelou ser um agente modificador de
atividade antifingica. Para a combina¢do do monoterpenoide e cetoconazol, o efeito sinérgico
foi observado para 11  pas (91,67%) de C. albicans; e miconazol , a 10 cepas (83,33%); e
clotrimazol para 9 cepas (75%); fluconazol e i**~conazol para 8 cepas (66,67%).

Com relacdo a nistatina, o fitoconstitunte potencializou a atividade desse antiftingico
para 8 cepas (66, 67%); e ao anfotericina B, a interagc@o resultou em sinergismo para 5 cepas
(41,67%) ensaiadas de C. albicans. Porém, ainda foi avaliado que em comparagdo aos demais
antifingicos, uma frequéncia mais evidente de efeito antagdnico representado por 3 cepas
(25%) e 4 cepas (33,33%) foram observados para a combinagdo de B — citronelol - nistatina e
B — citronelol - anfotericina B.

A pratica de como a combinacdo de um produto natural e/ou derivado natural a um
agente antimicrobiano pode resultar em antagonismo, € relatada (OLIVEIRA et al., 2006;
ALVES et al., 2011); mas nao tao explorada, uma vez, que a prevaléncia de sinergismo pela
combinacdo sobressai na presenca dos outros efeitos interferentes, pela a possibilidade de
estar se deparando a um potencial candidato a fitofarmaco modificador do perfil negativo
atribuido a monoterapia antimicrobiana.

Levando em consideracdo a presenca de sinergismo com a modificacdo do perfil de
resisténcia, para exemplares de C. albicans; a combinacdo de B - citronelol ao fluconazol,
itraconazol e miconazol se destacaram.

Para o fluconazol, o perfil de resisténcia antes apresentado por C. albicans LM - 615;
C. albicans IM - 37, C. albicans LM - 38 e C. albicans LM - 70, cujas zonas de inibicao
foram 15 mm para o primeiro exemplar e aos demais correspondente a 00 mm; tornaram-se
sensiveis quando combinado ao B - citronelol, uma vez que os halos de inibi¢cao foram 28 mm,

25 mm, 26 mm e 23 mm respectivamente (Gréfico 1)



58

B Fluconazol 25 g

E, 304 . . " (3 p-citronelol+Fluconazol 25 pg
2 20{pH HH 1 H K :
5 | 1 0 H F !
2 i :: ) h EI :: :: :: :: T ::
s H o HUR
E fHHA e HOHOHHR E
0 LI < -

Grafico 1 — Perfil de sensibilidade das cepas de C. albicans ao fluconazol e, em combinagdo com B-citronelol,
avaliados pelos halos de inibicdo em mm. *p < 0,05 quando a associacdo resultou na mudanga do perfil de

resisténcia a sensibilidade das cepas ensaidas.

Ao itraconazol, a mudanga de resisténcia quando associado ao P - citronelol foi
observada para C. albicans ATCC - 76485 (16 mm/20 mm), C. albicans LM - 615 (12 mm /
26 mm) e C. albicans LM - 38 (0 mm / 20 mm), conforme grafico 2.
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B3 Itraconazol 10 pg
E3 p-citronelol+Itraconazol 10pg
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Halos de inibi¢cio (rmuan)

Graéfico 2 — Perfil de sensibilidade das cepas de C. albicans frente ao itraconazol e, em combinagdo ao B -
citronelol, avaliado pelos halos de inibicdo em mm. *p < 0,05 quando a associac¢io resultou na mudanca do perfil

de resisténcia a sensibilidade das cepas ensaidas.

Associacdo de miconazol ao P - citronelol resultou, na mudanga de resisténcia a C.
albicans LM -V42 (18 mm / 25 mm), C. albicans LM - 86 (18mm / 21mm), C. albicans LM -
92 (16 mm /28 mm) e C. albicans LM -125 (10 mm / 21 mm), como encontra-se no grafico

3.
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Graéfico 3 — Perfil de sensibilidade das cepas de C. albicans ao miconazol e, em combinagdo ao [ - citronelol,
avaliado pelos halos de inibi¢do em mm. *p < 0,05 quando a associacdo resultou na mudanca do perfil de

resisténcia a sensibilidade das cepas ensaidas.

A capacidade de terpenoides produzir sinergismo quando em combinagcdo a
antimicrobiano frente a Candida spp. ja foi relatado. Ahmad e colaboradores (2010b) num
estudo envolvendo eugenol e metileugenol pelo o método checkerboard, utilizando o Indice
de Concentracdo Inibitéria Francionada (FICI), para determinar sinergismo (FICI < 0,5),
antagonismo (FICI > 4) ou indiferenga (0,5 > FICI < 0,4), revela que os dois terpenoides em
combinacdo com fluconazol emitiu um 6timo sinergismo frente a um grande nimero de cepas
de Candida spp., resistentes e sensiveis ao fluconazol. Os autores sugerem que o sinergismo
resultante, pode estar relacionado em alteracdes provocadas por eugenol e metileugenol sobre
a membrana das células de Candida spp. a qual induziu em maior sensibilidade do
antiftingico.

O fato dos autores terem relacionado o sinergismo com os danos na membrana
citoplasmatica das leveduras por esses compostos, esta vinculada com a capacidade ativa de
terpenoides promoverem essa a¢ao, ja descritos na literatura.

Pina e colaboradores (2004) constataram que as células de C. albicans-M1 e C. krusei-
HO9, tratadas com concentragdes crescentes de carvacrol, timol, p-cimeno, bem como, dos

Oleos de diferentes espécies de Thymus do qual esses primeiros foram isolados, revelaram
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induzir lesdes primdrias na membrana celular, em um curto espaco de tempo indicada pela
maior absor¢do de iodeto de propidio (indicador de danos a membrana), por andlise em
citometro de fluxo.

Em outro caso, um estudo de Braga e colaboradores (2007) mostram por meio de
microscopia eletronica de varredura, que células de C. albicans, sofreram fortes alteracdes
morfoldgicas na superficie celular, quando na presenca da CIM de timol e eugenol isoladas e
em combinacdo, apds 4 horas de exposicao. Essas alteracdoes também se estederam em menor
grau, quando as células de Candida foram incubadas com a CIM’s (1/2 e 1/4) isoladas e as
CIM’s (1/2+1/2; 1/4+1/4; 1/8+1/8) quando combinadas. Os autores consideraram que o efeito
produzido, deve-se pelo caréter lipofilico dos compostos, que permitiu uma interacao entre as
cadeias de acido graxo da membrana, alterando sua fluidez e permeabilidade, bem como, ter
interferido na regulacdo de enzimas ligadas a sintese de B -glucanos, mananas e quitina,
importantes para a manuten¢do da parede celular dos fungos.

Desta forma, € possivel inferir, que B - citronelol, mesmo ndo sendo um terpenoide
ciclico, mas por conferir aspecto molecular lipofilico, penetrou sobre as barreiras celulares
das cepas de C. albicans, interagiu com componentes graxos de membrana, alterando a
conformacgdo de bicamada lipidica e ainda interferiu sobre o sistema enziméatico envolvido na
sintese de polimeros glicidos, que conferem estabilidade da parede celular; comprometendo
assim, funcdes e integridade dos envoltdrios, a qual ocasionou maior sensibilidade aos
antifungicos, refletidos por maiores zonas de inibicao formadas. Além do mais, esta maxima
pode se estender para os casos em que a resisténcia foi revertida a sensibilidade como
revelado nos graficos 1, 2 e 3.

Para tanto, se faz necessdrio obter maiores esclarecimentos sobre real atuacdo desse
monoterpenoide contra C. albicans, pela a realizacdo de ensaios com alvo especifico, como os
ensaios de sorbitol e interacdo de ergosterol, uteis na verificacdo de acdo do produto sobre a

parede celular e membrana fungica respectivamente.
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5.4 ANALISE IN SILICO DE B - CITRONELOL

Em prospeccdes tecnoldgicas, € visualizado que terpenos sdo reportados ao
desenvolvimento de novas aplicacdes terapéuticas, refletidas pelo elevado nimero de registros
de patente (OLIVEIRA et al., 2014, FREITAS et al., 2015).

Em todos os ensaios microbioldgicos realizados nessa pesquisa, B-citronelol mostrou a
capacidade ativa que realmente sua classe apresenta. Portanto, cogitando a capacidade de -
citronelol monoterpenoide, de ser um candidato promissor ao desenvolvimento de novos
farmacos, foi empregado o estudo in silico.

Abordagens assistidas por computador (in silico) sdo ferramentas que desempenham
um papel essencial quanto a se enquadrar no repertorio proposto de modelos alternativos para
avaliacdo de caracteristicas farmacoldgicas como toxicoldgicas de um composto, além de
modelos in vitro. Por isso, podem ser aplicadas para estudo de moléculas naturais bem como,
hipotéticas, realizados de forma rdpida, reprodutivel, normalmente baseado em reguladores
humanos, fornecendo resultados que podem levar a progressdo de novas aplicacdes
terapéutica (SRINIVAS et al., 2014; ANGELO; MAX; MARKUS, 2006).

Desta forma, foi aplicada a andlise in silico para prever: o espectro de atividade
bioldgico, biodisponibilidade oral de B-citronelol e seus riscos toxicolégicos.

A andlise das possibilidades de atividade a B - citronelol, mostraram que a molécula
como um farmaco, foi semelhante com 44 possiblidades de atividade no Pa > 70% (Quadro 4)
e numerosas propriedades com Pa > 30%, o que inclui atividade antifungica (Pa: 0,584 e Pi:
0,020); atividade antibacteriana (Pa: 0,404 e Pi: 0,029), atividade antiviral (Herpes) (Pa: 0,428
e Pi: 0,025) e atividade anticarcinogénica (Pa: 0,328 e Pi: 0,048), obtidas pela ferramenta
PASS on-line.
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Pa Pi Atividade

0,746 0,015 Inibidor de 5-O-(4-coumaroil)-D-quinato 3'-mono-oxigenase

0,711 0,011 Inibidor de Acetilesterase

0,789 0,023 Inibidor de Acrocilindropepsina

0,784 0,020 Inibidor de Alcenilo glicerofosfocolina hidrolase

0,708 0,019 Inibidor de Alquil Acetil glicerol fosfatase

0,728 0,007 Anti-hipercolesterolémicos

0,804 0,004 Anti-secretora

0,715 0,005 Anti-ulcerativa

0,835 0,024 Inibidor Aspulvinona dimetilalil transferase

0,721 0,003 Inibidor da expressao de BRAF

0,768 0,004 Inibidor de Beta-caroteno 15,15'-mono-oxigenase

0,704 0,053 Inibidor de CDP-glicerol glicerol fosfotransferase

0,810 0,018 Substrato de CYP2J

0,731 0,026 Substrato de CYP2J2

0,723 0,016 Inibidor de Taq Carboxipeptidase

0,789 0,023 Inibidor de Quimosina

0,720 0,003 Inibidor de Dolichil-fosfatase

0,745 0,005 Inibidor da Ecdisona-20-mono-oxigenase

0,709 0,011 Inibidor de Acil-CoA sintetase

0,741 0,013 Inibidor da Fragilisina

0,719 0,004 Inibidor da Gastrina

0,708 0,006 Inibidor da Lactase

0,755 0,008 Inibidor da linoleate diol sintase

0,788 0,006 Regulador do metabolismo lipidico

0,703 0,005 Inibidor da peroxidase lipidica

0,716 0,011 Inibidor da lipase lipoproteica

0,796 0,005 Agonista do Fator Estimulante de Colonias de Macréfagos

0,804 0,035 Agonista da integridade de membrana

0,841 0,010 Protetor de Mucomembranosa

0,851 0,017 Tratamento de disturbios fobicos

0,798 0,006 Inibidor da Fosfatidilcolina-retinol- O-aciltransferase

0,826 0,001 Inibidor da Plastoquinona-Plastocianina Redutase

0,709 0,005 Estimulante da Agregacdo Plaquetdria

0,745 0,030 Inibidor de Polipropepsina

0,907 0,002 Inibidor da Prenil-difosfatase

0,835 0,006 Inibidor da Proteina-disulfureto redutase (glutationa)

0,705 0,002 Inibidor do retinol desidrogenase

0,789 0,023 Inibidor da Saccharopepsina

0,798 0,017 Inibidor de acucares fosfatases

0,778 0,013 Potenciador da expressdo de TP53

0,846 0,015 Inibidor da Testosterona 17beta-dehidrogenase (NADP+)

0,900 0,005 Inibidor da Ubiquinol-citocromo-C redutase

0,815 0,003 Inibidor da Undecaprenil-fosfato mannosiltransferase

0,759 0,003 Inibidor da Vitamin-K-epéxido redutase (warfarina-
insensivel)

Quadro 4- Atividades previstas do monoterpenoide no Pa > 70% representado através do da ferramenta PASS-

online.
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Estas multiplas atividades possiveis ao B - citronelol estdo de acordo com as atividades
benéficas propostas ao monoterpenoides na prevengao de diversas doengcas (PADUCH et al.,
2007; WEN-LIN, et al., 2012). Em exemplo, a possivel atividade antiulcerativa direcionada
ao fitoconstituinte, vista na Pa > 70%, ja foram revelados ao geraniol por Carvalho (2012),
revelando ser um gastroprotetor por atuar sobre mecanismos que favorecem a protecdo a
mucosa e induzir o fortalecimento de atividade antioxidante em modelos de dlcera ensaiada
em animais. Para a hipotética atividade antiviral do tipo anti-herpes simplex virus-1, também
sdo cotados vdrios mecanismos de acdo pelos monoterpenoides cineol, borneol e
estereoisomeros de isoborneol (PADUCH et al., 2007).

Para tanto, a previsdo de atividade antifliingica ao P - citronelol foi compativel aos
resultados positivos ensaiados no modelo in vitro no presente estudo.

Em adicdo, a andlise de biodisponibilidade oral tedrica do B - citronelol presente na
tabela 5. Mostra que o fitoconstituinte apresenta o mesmo nimero de doadores (nDLH) e
aceptores (nALH) de liga¢gdes de hidrogénio, sendo ambos igual a 1, seu peso molecular (Da)
correspondeu a 156,27 e coeficiente de particdo octonal/dgua (cLogP) 3,15. Esses dados estao
dentro do ponto de corte determinada pela regra dos cinco Lipinski, e portanto, pela avaliacdo
conjunta desses resultados, é passivel inferir que o composto teoricamente tem uma boa
biodisponibilidade oral e hipoteticamente significa que este € apto a ser um medicamento

administrado por esta via (LIPINSKI, 2001).

Tabela 5- Andlise tedrica das propriedades fisico-quimicas do B - citronelol envolvidas na biodisponibilidade

oral da droga apds a "regra de Cinco Lipinski".

Substancia nDLH nALH Da cLogP
P - citronelol 1 1 156.27 3,15
Padrao '"Regra =5 =10 <500 <5
dos cinco'' Lipinski

Na avaliacdo de atividade Toxicoldgica de B - citronelol foi determinado o efeito
mutagénico, tumorigénico e danos ao sistema reprodutor, através da ferramenta OSIRIS.
Segundo Vieira e colaboradores (2009), os efeitos mutagénicos, sdo observados pela
formacdo de micronucleos, que sdo fragmentos que contém 4cido desoxirribonucleico (DNA).

situados no citoplasma, sdo resultantes de quebras cromossdmicas, gerando fragmentos acén-
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tricos ou com sequéncias de cromossomos inteiros que ndo se incorporam ao fuso mitético,
ndo sendo direcionados aos pdlos das células na divisdo celular seja durante a mitose ou a
meiose.

Os resultados para o efeito mutagénico de B — citronelol (gréafico 4), mostra que este
ndo apresentou potencial mutagénico, assim como os demais antifingicos, com exce¢dao de
itraconazol que revelou mutagenicidade severa.

Dados antimutagénicos ao 3 - citronelol s@o desconhecidos. No entanto, habilidades
antioxidantes ja foram relatadas pelo ensaio de eliminagdo ao radical DPPH (1,1-difenil 2-
picrilhidrazil), radical hidroxilo (OH) e superéxido (O2") (SINGH et al., 2009; JAGDALE et
al., 2015); e dessa forma, o fato deste ser um sequestrador de radicais livres, faz inferir que
também possa ser capaz de impedir a acdo de agentes genotoxicos provocadores de mutacdes
no DNA. Por conseguinte, reflete, quanto ao in silico, demostrar seguranca ao uso deste
composto como droga em relacdo a futuros danos sobre o DNA celular.

Quanto ao resultado negativo revelado ao itraconazol, pelo seu potencial efeito
mutagénico, vé-se que as previsdes de toxicidade pelo teste de AMES, evidenciadas no
Drugbank também corroboram (DRUGBANK, 2014). O fato deste ser uma droga
comercializada e escalada para o tratamento de infec¢des flngicas a mais de 25 anos; ndo
impede por meio de estudos in silico de toxicidade, a evidenciacdo de algum fragmento ou
nucleo estrutural reconhecido como subestrutura de compostos nocivos, ou faca parte dos
12% de fragmentos de medicamentos comercializados reconhecidos com potencial
mutagénico no seu acervo de dados (OSIRIS, 2014). Assim, essa maxima, direciona a outra
visdo, quanto seria apropriado re-testes para avaliacdo de riscos mutagé€nicos, cancerigenos
entre outros, de medicamentos aos seres humanos, uma vez, que sdo escassos estudos
epidemiolégicos que possam contribuir para um maior embasamento do perfil de toxicidade

para os produtos farmacéuticos (BRAMBILLA; MARTELLI, 2009).
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Potencial Mutagénico
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Griéfico 4 - Potencial mutagénico do B - citronelol e antifingicos: anfotericina B, cetoconazol, clotrimazol,

fluconazol, itraconazol, miconazol e nistatina.

Segundo informagdes do INCA (2015), a cada ano mais de 12,7 milhdes de pessoas no
mundo sdo diagnosticadas com céncer e 7,6 milhdes de pessoas morrem vitimas dessa doencga.
Sendo assim, medidas devem ser desenvolvidas a fim de evitar a utilizacdo de fairmacos que
tenham potencial cancerigeno (INCA, 2015). A formacdo tumoral envolve um maquinismo
bioldgico complexo e ainda enigmadtica e, portanto, conseguir identificar marcadores para
determinar quais células realmente apresentam potencial tumorigénico € um processo drduo.
(VALEJO, 2010).

Com relacdo ao potencial tumorigénico, € possivel observar através dos dados
expostos no grafico 5, que o B - citronelol ndo possui nenhum efeito tumorigénico, como os
demais antifingicos, exceto novamente ao itraconazol que revelou tumorigenicidade severa.

Na pesquisa realizada por Fogang e colaboradores (2012), mostra que f - citronelol
teve um ativo efeito citotéxico sobre diferentes linhagens de células tumorais humanas, as
T98G representante de gliobastoma, MDA-MB 231 representante de adenocarcinoma de
mama, A375 linhagem de melanoma maligno e células HCT116 que conferem o carcinoma
de colon. Portanto, ndo conferindo um perfil tumorigénico, como evidenciado in silico nesse
estudo.

Além disso, para o potencial tumorigénico de itraconazol segue as mesmas

consideragdes para o resultado anterior, uma vez que o nucleo de toxicidade tumorigénico foi
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0 mesmo para o risco elevado de mutagenicidade (Figura 12).

Potencial Tumorigénico
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Griéfico 5 — Potencial tumorigénico do B - citronelol e antiftingicos: anfotericina B, cetoconazol, clotrimazol,

fluconazol, itraconazol, miconazol e nistatina.
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Figura 12- Nucleo reconhecido in silico como provedor de elevado risco mutagé€nico e tumorigénico do

itraconazol.

A irritag@o tecidual corresponde a um processo inflamatdrio, provocada pelo contato
direto com a substincia. Este quadro pode ser caracterizado por reacdes de intensidade
variada, com surgimento de reacdes de desconforto como ardor, pinicacdo e coceira e em

casos em que a resposta € mais acentuada, hd a corrosdao e destruicdo do tecido (BRASIL,

2012).
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Para o estudo do potencial téxico - irritante, pdde-se evidenciar que o 3 — citronelol
apresentou um severo efeito irritante. E para todos os antiftingicos, foi revelado auséncia deste
efeito (Gréafico 6).

O potencial do B - citronelol como um provedor irritante, tem sido analisada em
estudos que avaliam a sua capacidade de produzir irritacdo da pele em animais e humanos.
Em modelos animais vem sendo observado irritacdo de pele, por aplicagdes tépicas de
preparagdes ndo diluidas de B-citronelol sob condi¢des semi-oclusivas (RIFM, 1989; RIFM,
1985). Para tanto em humanos, o estudo de Basketter e colaboradores (2004), revela nenhum
tipo de reacdo irritante aos voluntdrios submetidos a teste epicutaneos de 4h exposi¢do por B-
citronelol.

Estas duas faces levam a seguinte consideragdo, que uma substincia para ser irritante é
dependente da frequéncia, concentracdo e a quantidade com qual vai ser administrada e a
sensibilidade do individuo (BRASIL, 2012). E, portanto, esses dados acrescentam a um real
perfil de B - citronelol quanto a ser cogitada a produ¢cdo de uma droga por via tépica. No
entanto fica ressalvo a necessidade de avaliar seu comportamento irritante para outras vias de

administracao.

Potencial Irritante
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Gréfico 6 - Potencial irritante do B - citronelol e antiftingicos: anfotericina B, cetoconazol, clotrimazol,

fluconazol, itraconazol, miconazol e nistatina.
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A exposicdo a agentes toxicos podem causar distirbios ao sistema reprodutor,
masculino e feminino (BOROVSKAYA et al., 2004; FOSTER; BRICENO, CYRY, 2011).
Em toxicidade de reproducdo, podem ser visualizadas, alteragdes sobre a maturacdo e
funcionalidade de gametas, do qual refletem em “Crise de fertilidade” ou infertilidade. Por
exemplo, danos ao aparelho reprodutor masculino, podem ocasionar em interferéncia sobre a
maturagdo de espermadtides, com declinio na producdo e qualidade e sobrevida de
espermatozoides e alteragao no transito pelo os epididimos (LUNCINDA et al., 2010 ).

Para a andlise do potencial téxico ao sistema reprodutor, foi exposto ao f - citronelol,
severo danos ao sistema reprodutor e para todos os antiftingicos, efeito ausente (Grafico 7).

Na literatura, ndo foram constatados a pratica de ensaios direcionados ao estudo sobre
a interferéncia desse fitoconstituinte sobre o sistema reprodutor. No entanto, a andlise in
silico, mostra que a previsdo de causar este severo efeito estar ligado ao fragmento que se

encontra na figura 13.

Danos ao Sistema Reprodutor

Nivel de danos ao
Sistema Reprodutor

Gréfico 7 - Potencial de danos ao Sistema Reprodutor do [ - citronelol e antifingicos: anfotericina B,

cetoconazol, clotrimazol, fluconazol, itraconazol, miconazol e nistatina.
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Figura 13 — Nucleo in silico de B- citronelol, provedor de severos danos ao sistema reprodutor.
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O estudo in silico de toxicidade ao B - citronelol evidenciou alguns niveis téxicos que
supostamente poderdo ser desenvolvidos pela molécula quando em contato ao organismo.
Dessa forma, faz-se necessdrio a realizacdo de uma série de ensaios pré-clinicos e
especialmente clinicos, para obtiver um maior esclarecimento sobre a real acdo de efeitos
toxicoldgicos e entdo poder certificar se o fitoconstituinte poderd ser empregado para a

producdo de um futuro medicamento, inclusive para um novo antiftingico.
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CONCLUSOES

Com base aos resultados obtidos nas metodologias aplicadas, € possivel ter como
conclusio a este estudo, que a pequena biomolécula organica B - citronelol apresentou ac¢ao
fungicida contra C. albicans e 6tima atividade moduladora dos agentes antifiingicos quando
em associagao.

Pdde-se também observar que o monoterpenoide embora tenha apresentado boa
biodisponibilidade oral tedrica, revelou um perfil toxicoldgico variado. Sugerindo assim, a
necessidade de avaliar o risco-beneficio desse composto na produ¢cdo de novo medicamento

antifingico, por realizagdo de ensaios toxicolégicos de cunho ndo - clinicos e clinicos.
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INTROIMCTION

Cardida yeasts ane the most commen fungd
found in human fungal infections 1. Mowmbly,
Candida albicans is one of the main oppor-
tunistic pathogens, responsible for 2 wide mnge
of infections varying from superficial micosis o
polentially Eatal systermic syndmmes, specially n
momunocompromised patients 2

& variety of antifungal agents ane direcied atl
treating candidiasis, they are divided ioo mane-
cording b their targets *4. However, the ocour-
rence of the resistance phenomenom, which
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| . Fmonl: e saclesf

*  Anthor o winom darealied b kel

can be dassifed as microbiological {aoguired or
intrisic resistance) or climical (invoelving mueliple
factors related to the host, 10 the pathogenic
furges. itself or o the antifungal agent), & be-
coming increasingly relevant due o s direct in-
volvement with the thempeutic ineffecstivencss
%6, Hemarkably, the aroles, one of the most
used antifingal classes, ame displaying an wnfa-
vorzhle owtoome regarding the meatment of in-
fections caused by Camdica ga dee W this e
sistance effect 7. In contrast however, natumal
prochects present greal molecular divesity, and
a positive cutlook for discoveries of new drogs
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