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Um dia vocé aprende que pode
ir muito mais longe, depois de
pensar que nao podemos.

E que realmente a vida tem
valor, e que vocé tem valor
diante da vida!

Nossas duvidas sao traidoras e
nos fazem perder o bem que
poderiamos conquistar, se nao

houvesse o medo de tentar.

William Shakespeare
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RESUMO

ApoOs triagem microbiolégica por meio de difusdo, avaliou-se a
susceptibilidade fungica de dez Gleos essenciais e trés fitoconstituintes.
Os oleos de C. zeylanicum, O. majorana, O. vulgare foram escolhidos por
apresentarem elevada atividade antifungica sobre vinte e uma cepas
testadas. Os ensaios para determinacao da CIM e a CFM mostraram que
0s Oleos essenciais de canela e orégano foram letais sobre as cepas
leveduriformes e filamentosas, o que confirmou a boa atividade
antifingica destes Oleos. A avaliacdo do potencial de inibicdo do
crescimento micelial, pela cinética de morte microbiana, mostra que os
O0leos essenciais de canela e orégano, exibiram atividade antifingica
relevante em relacdo ao 6Oleo essencial de manjerona. Os 0Oleos foram
capazes de interferir acentuadamente na fase logaritmica da levedura,
num periodo de 24 horas, com pronunciado efeito fungicida e
fungistatico, ap6s 4 horas de exposicdo. Esta atividade antifungica foi
comparada ao efeito fungistatico e fungicida do cetoconazol. Ndo houve
diferenca significativa (p> 0,05), encontrada entre as contagens das
leveduras frente aos Oleos essenciais e o antifingico padrdo,
cetoconazol. O efeito fumigante, dos 6leos essenciais, quando analisado
sob a luz da microscopia 6ptica, mostra que o possivel mecanismo de
acdo destes O6leos essenciais acontece por interferir na formacédo da
parede celular. Para confirmar o modo de acdo sugerido, 0 presente
trabalho testou o efeito do sorbitol, protetor osmaético, adicionado ao
meio. Observaram-se modificagfes microscopicas, como: diminuicdo do
teor de citoplasma, perda de pigmentacao, desenvolvimento distorcido de
hifas e hifas vazias. Também, verificou-se grande resisténcia dos fungos,
causadas em parte, pela presenca de proteinas de efluxo na membrana de

algumas cepas.

PALAVRAS CHAVES: Oleos essenciais, parede celular, atividade

antifungica
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ABSTRACT

A microbiological screening tested ten essential oils and three
phytochemicals in solid discs with a sterile medium to evaluate the
susceptibility of diferent fungal strains. Oils from C. zeylanicum, O.
majorana, O. vulgare were chosen due to their efficient antifungical
activity against twenty-one strains analyzed. The tests that determine CIM
and CFM have proven through essential oils from C. zeylanicum and O.
vulgare were able of causing death on yeast and filamentous strains. The
analyze about of the inhibition mycelial growth potential by kinetics of
microbial death indicates which essential oils from cinnamon and
oregano obtained a important antifungal activity compared with essential
oil of marjoram. The oils were able to interfere accentually in the
logarithmic phase of yeast during twenty-four hours exposure. This
antifungal activity was compared with fungistatic and fungicidal effect of
ketoconazole. In regard to count of yeasts, there was not a significant
difference (p> 0.05) between to essential oils and the standard antifungal,
ketoconazol. The fumigant effect of the essential oils examined in an
optical microscope indicates that the possible mechanism of action is an
interference with cell wall formation. In agreement with what research
suggests, this study tested the effect of sorbitol, an osmotic protector
which is a complement, this way, microscopic changes, such as:
decreased percentage of cytoplasm, loss of pigmentation, deficient
development of hyphae and empty hyphae were observed. This present
study also analyzed the essential oils tested against resistant strains
caused in part by the presence of efflux proteins on the membrane of
some them.

KEY-WORDS: Essential oils; cell wall; antifungal activity.
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1. INTRODUCAO

No intuito de viabilizar o desenvolvimento de tecnologias e produtos
medicamentosos proprios, o Brasil certamente dispde de uma situacao
privilegiada, contando com uma vasta e diversificada flora, aliada ao fato da
existéncia de uma populacdo com uma rica tradicdo cultural na utilizagcdo de
plantas medicinais. Esses elementos fornecem subsidios que servirdo como
ponto de partida de delineamentos experimentais para estudos cientificos das
espécies, enquanto produtoras de compostos farmacologicamente viaveis
(SOEJARTO & FARNSWORTH, 1989).

Os fungos e bactérias sao responséaveis por varias doencas nos animais
e nos vegetais. Em especial no homem, estes microrganismos adquiriram
resisténcia ao longo dos anos, devido ao uso indiscriminado e continuado dos
antibiéticos e antifungicos.

Apesar da sintese de novos agentes antimicrobianos, linhagens de
microrganismos resistentes ou multi-resistentes estdo a cada dia surgindo e
impondo a necessidade da pesquisa e o desenvolvimento de novas drogas.
Neste sentido, as pesquisas atualizadas, envolvem a triagem de extratos
vegetais, para desta forma, conhecer os metabdlitos bioativos com relevante
atividade bioldgica (SAITO et. al., 1990; SILVER & BOSTIAN, 1993; HOAREAU
et. al., 1999; ALVES et. al., 2000; MONTANARI et. al., 2000; YUNES et. al., 2001;
ZHANG, 2002).

Existe um consenso geral de que sd80 necessarios novos
antimicrobianos mais potentes, mas sobretudo mais seguros que 0S em uso
atualmente (SELITRENNIKOFF, et. al., 1992). A busca se orienta no sentido de
compostos que atuem de modo seletivo, que causem a inibicdo de um
processo do patdgeno que nao exista no hospedeiro ou sejam suficientemente
diferentes, para que seu metabolismo seja pouco afetado (ZACCHINO, 2001). A
maioria dos trabalhos de pesquisas de atividade antifungica, ja realizados com
0S compostos atuais, usa métodos celulares sem alvo especifico. Eles séo
Uteis para detectar compostos que inibem o crescimento (fungistaticos) ou
matam o fungo (fungicidas), mas nédo dao informagdes sobre seu modo de

acao.
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Tendo em vista o potencial terapéutico apresentado pelos oOleos
essenciais e de seus fitoconstituintes é objeto deste estudo verificar como
agem estes compostos (fungicidas ou fungistaticos), avaliando fungos
leveduriformes e filamentosos, assim como estudar seus possiveis
mecanismos de acado. Tendo em vista que o futuro da terapia antimicrobiana
parece estar orientado para o uso combinado de farmacos, a descoberta de
compostos com mecanismo de acdo seletivo agregara alternativas

promissoras para a terapia antimicrobiana.



22
SOUZA, N.A.B.
POSSIVEIS MECANISMOS DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS ESSENCIAIS CONTRA FUNGOS PATOGENICOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS/UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Fungos

Os fungos de interesse médico, agentes de micoses, sdo de dois tipos
morfolégicos: leveduras, que sdo unicelulares e bolores ou fungos
filamentosos, que sao multicelulares. Existe um subgrupo dentro dos
filamentosos, chamados fungos dimorficos, que apresentam ambas as formas,
dependendo das condicdes ambientais e/ou fisicas, da temperatura, influéncia
do teor de CO; e condi¢des nutricionais (HOOG, 2000; LARONE, 2000).

As leveduras tém como estrutura primaria, células que se reproduzem por
brotamento, Unico ou multiplo, em geral, de forma arredondada. Estas células
sdo esporos de origem assexual e se denominam blastoconidios. Alguns
géneros de leveduras menos importantes na micologia médica, reproduzem-se
por fissdo (MIDLEY, 1998; LARONE, 2000).

Os fungos patogénicos para os humanos sdo um grupo altamente
divergente de espécies fangicas. Candida albicans, Aspergillus fumigatus e
Cryptococcus neoformans séo os patdgenos de maior relevancia causadores
de severas infeccdes sistémicas numa populacdo de individuos
imunodeprimidos (SUSSMAN, et al, 2004). Os fungos filamentosos também
apresentam alta partogenicidade.

Espécies de Candida e de Criptococcus spp. sdo reconhecidas como as
leveduras mais envolvidas na etiologia de infec¢cdes micéticas. A candidiase
caracteriza-se como a infec¢éo fungica mais comum, sendo Candida albicans
seu agente etiolégico mais frequente (LIMA et al., 2006). Os quadros clinicos
mais rotineiramente reportados relacionados a candidiase sdo a do tipo
cutaneo-mucosa, sistémicalvisceral e alérgica (LACAZ et al., 1991; ANAISSE,
1992).

O componente principal da parede dos fungos é a quitina, (N-acetil
glicosamina). Fungos do género Cryptococcus, como o Cryptococcus
neoformans apresentam capsula de natureza polissacaridica, que envolve a
parede celular. Outros importantes componentes na parede celular sdo as

hexoses e hexoaminas, que formam mananas, ducanas e galactanas.
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Os fungos, seres eucariontes, heterotroficos, possuem ampla distribuicao
na natureza, podendo ser encontrados em varios habitats, como: ar, agua,
solo, animais, alimentos. Suas espécies sofrem em sua incidéncia variacdes
conforme a localidade, estacdo do ano, grau higroscopico do ar, entre outras
(LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991; SIDRIM & MOREIRA, 1999).

Primariamente sdo observados pela sua forma vegetativa. Sendo esta,
unicelular como séo conhecidas as leveduras, ou multicelular, caso dos
filamentosos (mais abundantes na natureza). Ainda existem os dimaorficos, ou
seja, podem apresentar-se leveduriformes a temperatura de 37-39°C ou
fillamentosos a temperatura ambiente (SIDRIM & MOREIRA, 1999).

A identificacdo dos fungos, da-se por meio de suas caracteristicas
morfolégicas. Macromorfologicamente, quanto ao tamanho, textura, bordos,
pigmentacdo, relevo da coldénia fungica crescida em cultura e
micromorfologicamente, através de estruturas de frutificacdo e ornamentacéao
(muitas vezes observadas através de microcultivo), sendo realizadas, quando
necessario, provas nutricionais, bioquimicas, formacéo de tubo germinativo,
entre outras (LACAZ et al., 1998; SIDRIM & MOREIRA, 1999).

Muitas espécies de leveduras constituem uma populacdo da microbiota
normal da superficie da pele e de algumas mucosas. Seu numero varia de
acordo com o sitio anatémico, no entanto, sabe-se que, no individuo saudavel
esta populacdo residente encontra-se em estado de equilibrio com o
hospedeiro, sem causar-lhe dano. A histéria natural das doencas causadas por
leveduras é mais bem compreendida sob a luz da susceptibilidade do
hospedeiro. Os mecanismos de defesa podem ser sobrepujados por fatores
intrinsecos ou extrinsecos, que causam seu desequilibrio, resultando no super
crescimento da populacéo residente de leveduras, seguido por invasao e lesao
dos tecidos vivos (SIDRIM et al., 1999).

A maioria das leveduras produz coldnias glabras, de coloragéo branca ou
bege, textura cremosa e superficie lisa. Na dependéncia de condi¢cdes
nutricionais ou de incubacdo, alguns isolados demonstram borda fina,

estrelada ou franjada na margem da col6nia.
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Figura 1- Macro e micromorfologia de fungo leveduriforme, Candida albicans.
Fonte: Fotos e microfotografias dos produtos testados no laboratério de
Micoloaia/DCF/UFPB

Além da Candida albicans, agente oportunista mais comum de doencas
fungicas graves, tem aumentado o niumero de infec¢fes sistémicas causadas
por espécies de leveduras ditas “nao-albicans”, como é o caso de Candida
glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis, C. parapsilosis e Trichosporon
spp. e outras espécies (SIDRIM et al., 2004; MENEZES et al., 2005; MENEZES &
NEUFELD, 2006).

Os fungos filamentosos possuem como elemento constituinte basico a
hifa, que pode ser septada ou ndo septada (cenocitica). A partir da hifa
formam-se esporos, para propagacdo das espécies. Na grande maioria dos
fungos, os esporos podem ser chamados de conidios, pois nhascem
diretamente delas ou sobre estruturas ligadas a elas. Esses conceitos
fundamentais representam a base para a identificacdo de um fungo, pois a
classificacdo de filamentosos é feita, em regra, pelas caracteristicas
morfolégicas, tanto macroscépicas (cor, aspecto, textura da col6nia, etc.),
guanto microscopicas (forma e cor da hifa, presenca ou ndo de septos, tipo e
arranjo de esporos, etc.), além da velocidade de crescimento (lenta, moderada
ou rapida). A identificacdo de leveduras, ao contrario, € feita, principalmente,
por caracteristicas fisioldgicas, devido a morfologia destes fungos néo ser
muito variada e nao permitir distincdo entre espécies e, em regra, entre
géneros (LACAZ, 1998).
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As infec¢cbes causadas por fungos filamentosos, a exemplo, as
aspergiloses mostram as seguintes espécies envolvidas: Aspergillus
fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger e
Aspergillus terreus (RODRIGUES et al., 1997).

Figura 2 - Macro e Micromorfologia do fungo filamentoso, Aspergillus flavus.
Fonte: Fotos e microfotografias dos produtos testados no laboratério de
Micologia/DCF/UFPB
Somente o género Aspergillus inclui aproximadamente 180 espécies, das
quais 33 tém sido associadas as doencas humanas (PERFECT et al., 2001).

A identificacdo dos aspectos gerais de fungos filamentosos e dimorficos
na apresentacao filamentosa, refere-se a capacidade de caracterizacdo das
suas colénias. Na observacdo das caracteristicas culturais destes
organismos , devemos ressaltar os seguintes aspectos : a) tamanho da
coldnia, b) caracteristicas das bordas, c) textura, d) relevo e e) pigmentacéo.
Geralmente, apresenta-se com tamanho bastante variado. Sdo conhecidos na
pratica micoldgica, por macro colénias. Nas bordas, podem ser observados
muitos desenhos, que vao desde morfologias bem delimitadas até achados de
projecdes irregulares, que lembram franjas. A importancia da anélise das
bordas pode ser exemplificada com coldénias de Sporotrix schenckii, onde se
observa que as bordas tornam-se escuras com o envelhecimento da cultura.
As coldnias também podem ser classificadas quanto a textura, como: 1-
algodonosas (aspecto de algodéo), 2- furfuraceas (lembra substancia
farinacea), 3- penugentas (lembram a penugem de aves), 4- arenosas

(assemelha-se a areia da praia), 5- aveludadas (aspecto de tecido aveludado) e
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6- glabrosa (visual de cera ou mateiga). O relevo e a pigmentacdo também séo
caracteristicas que auxiliam a identificacdo de determinadas espécies flungicas
(LACAZ et al., 1998; SIDRIM & MOREIRA, 1999).

2.2 Antifungicos Sintéticos e seus mecanismos de agéao

O termo antimicrobiano é utilizado, embora muitas vezes como sinbnimo de
antibiotico, para designar farmacos usados no tratamento de doencas
infecciosas no geral, ou seja, infeccoes bacterianas, fungicas e virais
(ANDREAZZA, 2000; FRANCO, 2003).

A terapia antifungica utilizada na terapia contemporanea tem aumentado
muito, nestes ultimos anos, buscando atender uma demanda crescente na
micologia médica. Segundo Sidrim & Rocha (2004) a partir do surgimento do
iodeto de potassio, as buscas por farmacos mais efetivos e menos toxicos
para o hospedeiro tém sido crescentes. Nessa perspectiva, em 1939, surgiu a
griseofulvina, muito embora s6 tenha sido usada clinicamente em 1958, apdés a
comprovacdo de sua eficacia no tratamento de lesdes dermatofiticas em
animais de laboratdrios. Desta forma até os dias atuais continua sendo o
farmaco de eleicdo naterapia das dermatofitoses. No inicio da década de 1950,
surgiram os derivados poliénicos, dos quais a nistatina apareceu, em 1951,
como uma opc¢ao terapéutica para infeccdes por leveduras, em particular
aquelas relacionadas com Candida spp., sendo portanto, até o presente
momento, muito utilizada no tratamento de infeccdes de pele e mucosas
causadas por espécies do género Candida.

Com o surgimento da anfotericina B, em 1956, houve um grande avanco
no progndéstico das micoses, haja vista que esta foi a primeira droga eficaz no
tratamento de infec¢bes fungicas profundas (HANN, I. M. & PRENTICE, H.G.,
2001). Nesta época (1964), foi descoberta a atividade micoética de um derivado
pirimidinico, denominado fluocitosina, que muito ampliou o arsenal
terapéutico para micoses profundas. Entretanto, seu uso clinico é feito em
conjunto com a anfotericina B, devido ao rapido surgimento de mecanismos
de resisténcia quando essa droga € administrada sozinha (SIDRIM & ROCHA,

2004). A terapéutica antifungica, teve um grande impulso com a descoberta da
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propriedade antimicotica do benzimidazol. Varios estudos foram conduzidos,
buscando a decoberta de outros derivados azélicos com essa atividade.
Posteriormente, com 0s avang¢os das pesquisas nessa linha, descobriram-se
os derivados triazdlicos que, por sua vez, além de exercerem menos efeitos
deletérios no hospedeiro, apresentam propriedades farmacocinéticas mais
favoraveis produzindo, por conseguinte uma terapia antifGngica mais segura e
eficaz.

Além disso na década de 1990, surgiram os derivados morfolinicos, como
a amorolfina (1994), bem como as alilaminas, representadas pela naftifina e
segundo Abdel-Rahman & Nahata (1997), a terbinafina (1993), amplificando
assim, o arsenal terapéutico contra as infec¢fes fungicas, em especial das
dermatomicoses. Por ultimo, em 2001, a Food and Drug Administration (FDA)
aprovou a caspofungina, membro da classe das equinocandinas, que tem
mostrado um papel importante no tratamento da aspergilose invasiva.

O mecanismo de acao dos antifungicos, segundo Sidrim & Rocha (2004),
as principais drogas utilizadas na terapéutica contemporanea sao divididas
nas seguintes categorias:

1) Agentes originados de microrganismos, como, por exemplo os derivados
poliénicos (nistatina e anfotericina B) e a griseofulvina.

2) Os agentes guimicos, tais como: iodeto de potéassio, flucitosina, derivados
azblicos (clotrimazol, miconazol, isoconazol, tioconazol, cetoconazol,
fluconazol, itraconazol, etc.); alilaminas (naftifina e terbinafina); derivados
morfolinicos (amorolfina) e equinocandinas (caspofungina).

Os principais efeitos adversos estdo associados a administracao
endovenosa, quando se refere aos agentes antifungicos originados de
microrganismos. Reacdes iniciais sdo febre de até 40°C, calafrios, cefaléia,
nauseas e ocasionalmente hipotensdo. A maioria dos pacientes desenvolve
algum grau de nefrotoxicidade. Devido a uma diminui¢do inicial da taxa de
filtracdo glomerular que resulta da acdo vasoconstritora nas arteriolas
aferentes. Pode ser acompanhada de um efeito no tubulo renal distal que
causa perda de K* (hipomagnesemia), provocada por insuficiéncia na
reabsorcdo de Mg* ou acidose tubular (BRODY, 1994; SIDRIM & MOREIRA,
1999).
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Segundo Brody (1994) alteracdes patoldgicas induzidas por essas drogas
nos rins incluem danos a membrana basal glomerular, hipercelularidade,
fiborose e hialinizagdo dos glomérulos com nefrocalcinose. O
comprometimento renal diminui a producdo de eritropoetina 0 que pode
causar anemia normocrdomica normocitica com hematocritos de 22 a 35%.

Outras formas de toxicidade envolvem rara neurotoxicidade, disritmias
cardiacas, infiltrados pulmonares, exantema e anafilaxia. Segundo Fuchs,
Wannmacher e Ferreira (2004) a anfotericina B é bastante toxica, sendo rara a
auséncia de efeitos adversos com seu emprego. Anorexia, mal-estar
generalizado, vertigens, dores difusas, choque anafiladtico, convulsdes,
insuficiéncia hepética aguda, arritmias, erup¢cdes cuténeas e surdez. Inibe a
medula Ossea, sobretudo a producdo de células vermelhas (baixa
eritropoetina). Mais de 80% dos usuarios apresentam prejuizo da funcao renal
reversivel na maioria dos casos. A nistatina também se liga, mais fracamente,
ao colesterol, outro tipo de esterol, presente na membrana plasmatica das
células de mamiferos. Essa ligacdo pode provocar efeitos adversos e téxicos
nessas células (TAVARES, 2001; SILVA et al.,, 2003; CROY & KNOW, 2004;
HARC-WYDRO & DYNAROWICZ-LATKA, 2006)

ANTIBIOTICOS ANTIFUNGICOS

Anfotericina B - Macrolideo anfotérico isolado do Streptomyces nodosus.

Utilizada na terapia por via intra-venosa (IV) ou intra-tecal (meningite fungica).

OH

Figura 3- Estrutura quimica da anfotericina B.
Fonte: Http://www.netdrugs.info/dci/anfote.shtml



29
SOUZA, N.A.B.
POSSIVEIS MECANISMOS DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS ESSENCIAIS CONTRA FUNGOS PATOGENICOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS/UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

Nistatina - Pertence ao grupo dos poliénos, classe de substancias formadas

por atomos de carbono com dupla ligacédo, e mais especificamente, do grupo
dos tetraenos, que séo poliénos que apresentam quatro duplas ligagbes nao-
saturadas em sequéncia (TAVARES, 2001; HAC-WYDRO & DYNAROWICZ-
LATKA, 2006). Também ¢é considerada um macrolideo, jA que possui uma
estrutura quimica grande e ciclica (TAVARES, 2001; GILMAN et al., 2003).

Usado em infec¢céo de pele e mucosas.

OH

OH OH OH OH

N TN TN

Figura 4- Estrutura quimica da nistatina.
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Nistatina

Mecanismo de acao: Liga-se ao ergosterol na membrana celular do fungo

alterando a sua permeabilidade. A perda de pequenas moléculas,
principalmente potassio causa a morte da célula fungica (SIDRIM & ROCHA,
2004; BRODY, 1994)

Figura 5- Mecanismo de agdo da nistatina e da anfotericina
B, mostrando os poros formados na membrana plasmatica e
o fluxo de saida, das células, de ions e moléculas importantes
para a sobrevida celular. Fonte: SIDRIM & ROCHA, 2004)
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Griseofulvina - Isolada de Penicillium griseofulvum em 1939. Utilizada desde

1957 para tratamento de dermatomicoses. Possui atividade antifungica-
fungistéatico para dermatoéfitos: Microsporum, Epidermophyton, e Trichophyton
(SIDRIM & ROCHA, 2004).

Figura 6- Estrutura quimica da griseofulvina.
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/griseofulvina

Mecanismo de acao: 1) Interfere na sintese do DNA. Interage com

microtlbulos, rompendo o fuso mitético do fungo. 2) Distribui-se nos tecidos
queratinizados, tais como: pele, pélos, unhas, acumulando-se nas células
precursoras de queratina, promovendo assim, a reposicado do tecido saudavel
(SIDRIM & ROCHA, 2004).

Figura 7- Mecanismo de agdo da griseofulvina,
mostrando a interferéncia da droga na sintese do
DNA, pela interacdo com microtabulos do fuso
mitotico. Fonte: SIDRIM & ROCHA, 2004
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ANTIFUNGICOS SINTETICOS

Inibem a sintese de ergosterol, promovem também inibicdo da sintese de
colesterol e interferem na acdo dos complexos enzimaticos citocromo P- 450
em diversos tipos celulares de mamiferos, incluindo as células de Leydig. O
resultado € uma queda das concentracfes circulares de testosterona nos
homens adultos (dependendo da dose empregada). As concentragcfes dos
hormoénios luteinizantes e estimulante dos foliculos, elevam-se em virtude da
gueda do feedback negativo da testosterona (BRODY, 1994).

Flucitosina - Utilizada em estreito espectro de infec¢bes flngicas,

geralmente combinada com a anfotericina. Segundo Sidrim & Rocha (2004) é
utilizada no tratamento de micoses profundas, como as causadas por C.
neoformans e Candida spp. Vale ressaltar que, muito comumente, os fungos

desenvolvem resisténcia a flucitosina.

Figura 8- Estrutura quimica da flucitosina.
Fonte: w http://pt.wikipedia.org/wiki/flucitosina

Mecanismo de acao: A flucitosina penetra na célula fangica por uma

citosina permease (ndo encontrada em mamiferos), denominada citosina
desaminase. Em seguida, é convertida em 5-fluorouracil (5-FLU). As células de
mamifero sdo incapazes de converter a flucitosina em 5-fluorouracil. A 5-FLU é
um potente inibidor da timidilato sintetase e portanto, da sintese de DNA
(BRODY, 1995).
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Figura 9 - Mecanismo de a¢do da flucitosina, interferindo na sintese de
DNA. Fonte: SIDRIM & ROCHA, 2004.

Azois - Possuem amplo espectro de atividade antimicrobiana. Destacam-se

entre os imidazdis: cetoconazol, miconazol e entre os triazéis: ltraconazol,

Fluconazol e voriconazol.
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Figura 10- Estrutura quimica dos imidazoles.
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/cetoconazol;
http://pt.wikipedia.org/wiki/miconazol

Cerca 3 a 20% dos individuos tratados com cetoconazol apresentam
nauseas e vomitos. Febre, prurido, ictericia, dor abdominal, cefaléia, tonturas,
diarréia, apresentam uma incidéncia de 1% ou menos, e entre outros agravos
toxicidade hepética e morte, podem acontecer. O individuo pode apresentar

ainda ginecomastia transitoria e hipersensibilidade dolorosa da mama devido


http://pt.wikipedia.org/wiki/cetoconazol
http://pt.wikipedia.org/wiki/miconazol
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ao bloqueio da sintese de testosterona; no caso de altas doses, podem levar a
oligospermia, azoospermia, impoténcia, irregularidades menstruais, bloqueio
da sintese de cortisol e supressdo da resposta adrenal ao horménio
adrenocorticotréfico (BRODY, 1994; FUCHS; WANNMACHER; FERREIRA,
2004).

t j FLUCONAZOL
N
| C|)H /:N
CHz-c—CHz'N
F N—
“—IN F F  VORICONAZOL
N\N Cl
éH ITRACONAZOL

2

?—?—c : /—\ : >—N C|-|3 CH,-CH;

Figura 11- Estrutura quimica dos triazélicos. Fonte:
http://pt.wikipedia.org/wiki/fluconazol, http://pt.wikipedia.org/wiki/voriconazol
http://pt.wikipedia.org/wiki/itraconazol

Mecanismo ac¢ao: 1) Bloqueia a sintese dos lipidios fungicos (esterol 14-a-
demetilase), especialmente o ergosterol, alterando a permeabilidade da
membrana das células fungicas, interferindo na acdo enzimética associada a
membrana (VER ESQUEMA 1). 2) Inibe a transformacdo das células da

levedura Candida sp em hifas (forma invasiva e patogénica do fungo).

Terbinafina (alilaminas)- Segundo Sidrim & Rocha (2004), a terbinafina

possui acao antifungica (fungicida ou fungistatica) excelente contra
onicomicose. A Naftifina tem menor expressao clinica, mas € eficiente contra

tinhas (uso tépico).


http://pt.wikipedia.org/wiki/fluconazol
http://pt.wikipedia.org/wiki/voriconazol
http://pt.wikipedia.org/wiki/itraconazol

34
SOUZA, N.A.B.

POSSIVEIS MECANISMOS DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS ESSENCIAIS CONTRA FUNGOS PATOGENICOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS/UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

Mecanismo de acao: Segudo Brody (1995) e Sidrim & Rocha (2004), as

alilaminas inibem a sintese de ergosterol, inibindo a enzima esqualeno-2,3-

epoxidase (ver organograma 1).

H;C CH;

N S // CH3

Figura 12- Estrutura quimica da terbinafina
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/voriconazol

As Equinocandinas (ex.:caspofungina) - O seu uso intra-venoso (IV) é

indicado para o tratamento da aspergilose invasiva. Utilizado em pacientes

refratarios ou intolerantes a terapia classica com anfotericina B ou itraconazol.
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Figura 13-Estrutura quimica da caspofungina.
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/voriconazol
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http://pt.wikipedia.org/wiki/voriconazol
http://pt.wikipedia.org/wiki/voriconazol
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Mecanismo de acao: Segudo Brody (1995), as equinocandinas inibem a

sintese de (1,3)-B-D-glucano - polissacarideo essencial da parede dos fungos
patogénicos, exceto de Criptococcus neoformans

Os fungos possuem paredes celulares, sendo uma estrutura essencial
para eles, diferentemente das células dos mamiferos, e este fato faz com que
todos os sistemas enzimaticos que fazem parte da sintese e montagem da
parede celular fungica se transformem em alvo util para o descobrimento e
desenvolvimento de novos farmacos antifingicos com maior especificidade
(WALSH et al., 2001; SELITRENNIKOFF et al., 1995; LOPEZ et al., 2001;

Acetil CoA

1233 A ﬂ HMGCOoA sintase

HMGCoA
Compactina | ﬂ| HMGCoA reductase

Ac. mevaldnico

11
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Alilaminas: Naftifina e analogos ﬂ Esqualeno epoxidase

Epoxido de esqualeno

Azoles: Ketoconazol e analogos | ﬂ | 14 - demetilase |
| 14 — demetil lanosterol |
8
[l y
24-metilen zimosterol 7-dehidro zimosterol
it it
5, 7-dehidro 24-metenil zimosterol 5, 7-dehidrozimosterol
o o
ERGOSTEROL COLESTEROL
(Fungos) (Humanos)

Organograma 1- Biossintese do ergosterol e do colesterol. Os quadros a
direita das flechas mostram enzimas que participam nesta etapa de
biossintese. Os quadros a esquerda das flechas mostram inibidores destas
enzimas (ZACCHINO, 2001).
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Infelizmente, as células fungicas e humanas apresentam muitas
semelhancas. Compartilham a maioria das vias de metabolismo intermediario,
utilizando enzimas muito similares ndo sendo facil encontrar alvos que
oferecam a seletividade requerida para obter-se um atifungico seguro. Os
alvos que apresentam maior possibilidade de levar a antifungicos seletivos
sao os inibidores da biossintese do ergosterol, a inibicdo das topoisomerases
fungicas e ainibicdo da parede celular fungica (URBINA et al, 2000; ZACCHINO
et al., 2001; LACAZ et al., 2002)

2.3. Deteccao de compostos com atividade antifungica in vitro - Célula inteira

sem alvo especifico

A busca para se introduzir novos compostos quimicos, que possam ser
utilizados eficazmente pela sociedade moderna, tem encontrado, ao longo da
histdria, nos vegetais, uma fonte inestimavel para fornecimento de substancias
ativas. Estas tém servido de modelos para uma consequente producdo em
escala industrial através de sintese ou de culturas de tecidos vegetais
(GOTTLIEB & KAPLAN, 1990).

A natureza tem produzido a maioria das substéncias organicas
conhecidas. Entretanto, no processo de evolucdo ocorrido na Terra, 0 reino
vegetal ocupa lugar de destaque, devido a capacidade da sua utilizagdo com
fins alimenticios e medicamentosos. Durante milh6es de anos, 0s vegetais
sofreram modificagbes para assim melhor adaptarem-se ao meio ambiente.
Este processo, anatomo-fisiolégico, lhes deu a capacidade da sintese do
préprio alimento — o metabolismo de ordem priméria, que inclui os lipidios,
proteinas e carboidratos com funcdes vitais bem definidas (DIAS, 2001;
DISTASI, 1996; GOTTLIEB et al., 1996; YAMADA, 1998).

O vegetal, além da organizacdo trofica conseguida através da
fotossintese, possui um mecanismo regulador que o ajuda a desempenhar
suas funcdes vitais. Por meio desse mecanismo — 0 metabolismo de ordem
secundaéria, a planta consegue elaborar substancias que desempenham papéis
especificos em casos de estresse, crescimento e reproducgdo, repelir

organismos invasores, atrair insetos ou passaros necessarios para a
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polinizacdo e adaptacdo as mudancas fisico-quimicas do meio externo. Devido
a essas caracteristicas, sdo atribuidos aos principios quimicos vegetais
diversas acdes biologicas constituindo a planta, um enorme laboratério de
sintese organica, fruto de milhdes de anos de evolucdo (BEART, et. al., 1988;
CARVALHO & SARTI, 1995; DIAS, 2001; DI STASI, 1996; HARBONE, 1988;
HARBONE & WILLIANS, 1995; MACHADO et. al., 1995; SALLE, 1996; VON
POSER & MENTZ, 2000; MONTANARI & BOLZANI, 2001).

Segundo Selitrennikoff, et. al. (1992) sdo necessarios novos antifungicos
mais potentes, mas sobretudo mais seguros que os em uso atualmente. A
busca se orienta no sentido de compostos que atuem de modo seletivo, que
causem a inibicdo de um processo do patdégeno que ndo exista no hospedeiro
ou sejam suficientemente diferentes, para que seu metabolismo seja pouco
afetado (ZACCHINO, 2001).

Segundo Zacchino (2001) a maioria dos trabalhos de pesquisas de
atividade antifungica, ja realizados com os compostos atuais, usa métodos
celulares sem alvo especifico. Eles sdo Uteis para detectar compostos que
inilbem o crescimento (fungistaticos) ou inibem irreversivelmente o
crescimento do fungo (fungicida), mas ndo dao informac¢des sobre seu modo

de acdo. Os métodos mais usados séo:

e Difuséo
e Diluicéo

e Autobiografia

Difusao

O extrato da planta ou composto a testar € colocado num reservatério
(discos de papel, pocos no meio de cultura ou cilpindro sobre a superficie), em
contato com um meio solidificado (Agar Sabouraud), inoculando com um
determinado fungo. Ap6s um tempo adequado de incubacdo, mede-se o
diametro ou raio da zona clara (onde ndo houve o crescimento fungico) em
volta do reservatorio (Figura 14). A teoria deste método ja foi descrita com
detalhe (LINTON et al., 1983).
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A informacé&o obtida é qualitativa, Util para esclarecer a sensibilidade do
microrganismo, mas n&o para estabelecer uma comparacdo da eficacia
antimicrobiana das amostras dos antibioticos (ZACCHINO, 2001).

A triagem da atividade antimicrobiana dos compostos testados, €
realizado pelo método de diluicdo em Agar. Este € um meétodo classico
utilizado em testes in vitro (BARON E FINEGOLD, 1990).

Figura 14 — Esquema de difusdo em meio sélido Agar Sabouraud para
testar compostos fungistaticos ou fungicidas, através do diametro dos
halos de inibicdo do crescimento, que 0s produtos testados exercem
sobre os microrganismos. Fonte: Fotos obtidas no laboratério de
microscopia/CCS/UFPB.

Diluicao

Neste método, uma quantidade fixa de amostra a ser testada é dissolvida
homogeneamente, num meio especifico. Usualmente, utilizam-se diluicbes da
amostra original, a cada uma das quais se inocula o fungo a testar (Figura 15).

A diluichdo em meio solidificado produz resultados quantitativos,
permitindo verificar a concentracdo minima de agente antimicrobiano
necessario para inibir o crescimento de um microrganismo especifico (BARON
E FINEGOLD, 1990). O teste pode ser estendido para fornecer informagdes

sobre a concentragéo fungicida minima (CFM) (LI et al., 1995).
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CIM

Figura 15 - Esquema da macrodiluicdo em caldo
Sabouraud para avaliar acao fungistatica e/ou fungicida
dos produtos testados. Sequéncia de diluicdes até a
quantidade minima do produto testado, capaz de inibir o
crescimento do microrganismo (CIM).

Autobiograficos

7

A autobiografia € um método util para a localizacdo de compostos
antifingicos em um cromatograma de um extrato complexo. Isso permite o
isolamento bioguiado de compostos ativos. Na técnica autobiografica,
denominada bioautografia por imerséo, um meio de agar inoculados é aplicado
sobre a placa cromatogréfica, na qual é eluido o extrato. Os componentes
devem passar ao Agar por um processo de difuséo e as zonas de inibigdo sao

visualizadas com um corante vital (RAHALISON et al., 1991)
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Figura 16 - Esquema sobre os métodos autobiogréficos para avaliar
a atividade antifungica dos produtos testados (extratos brutos)
frente aos microrganismos. A coloragao de banda e a luminescéncia
em lampada de UV sdo os parametros utilizados na obtencdo dos
resultados.

Embora estes métodos sejam Uteis para detectar compostos com
capacidade antifungica, eles devem ser usados para uma primeira instancia de
triagem, ja que ndo detectam agentes antifungicos que atuem de um modo
seletivo e, portanto, que assegurem antifiungicos mais seguros.

Estes ensaios tém como alvo componentes estruturais dos fungos ou
uma via metabodlica definida do microrganismo. As células de mamiferos e dos
fungos, assemelham-se muito, todas sédo eucariéticas e compartilham uma
grande quantidade de processos enzimaticos. Portanto, muitos destes alvos
ndo sdo seletivos e os agentes antifungicos que detectam, nem sempre sao
Gteis para um futuro desenvolvimento na clinica, jA que apresentam sérios
efeitos secundarios (SELITRENNIKOFF et. al., 1995).
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2.4. Deteccao de compostos com atividade antifungica in vitro — Célula inteira

com alvo especifico ou sistema enzimético - Mecanismo de acgéo

Enumeram-se abaixo os principais alvos Uteis para detectar farmacos

antifungicos

2.4.1. Ester6ides da membrana

Os esterdides estdo em todas as células fungicas. O principal esterol
das leveduras, e muitos outros fungos, é o ergosterol que modula a fluidez da
membrana e evita suas alteracfes, além de ter um papel vital nos fungos,
regulando o crescimento e proliferacdo celular (PARKS et al, 1992,
GEORGOPAPADAKOU et al., 1987). Os principais agentes antifungicos em uso
clinico atualmente (polienos, azoéis, alilaminas) devem sua atividade a
interacao direta com o ergosterol ou inibicdo de sua sintese. Os antifingicos
gue atuam em nivel do ergosterol o fazem por formacdo de complexo com o
ergosterol ou inibindo alguma das etapas da sua biossintese (ZACCHINO,
2001).

2.4.2. Inibidores da sintese de DNA/RNA

Interferem no metabolismo das pirimidinas, impedindo a sintese de
DNA/RNA e consequentemente, de proteinas na célula fungica. A 5-flucitosina
atua por este mecanismo. Por meio da enzima citosina desaminase, este
composto se desamina intracelularmente a 5-fluorouracila (inibe a sintese de
RNA e DNA, por diferentes vias). Por um lado, se convertem a 5-flior-UMP e
logo em 5-flaor-UTP que se encorpora ao RNA, causando toxicidade para o
hospedeiro. Entretanto, este composto desenvolve rapida resisténcia
(SELITRENNIKOFF et al., 1995; GHANNOUM et al., 1999).
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2.4.3. Topoisomerases fungicas

O DNA celular, tanto cromossomal como plasmidico, encontra-se num
circulo fechado, covalentemente onde pode estar em estruturas topoldgicas
diferentes, relaxado ou superenovelado. As DNA-topoisomerases sao um
grupo de enzimas capazes de catalisar a interconversao de ambas as formas
topoldgicas, permitindo que o mesmo cumpra suas fung¢fes de transcricdo,
traducdo ou recombinacdo dentro da célula. Estas enzimas, ropendo
transitoriamente uma das cadeias de DNA (topoisomerases tipo I) ou as duas
(topoisomerases tipo Il) e logo, despolimerizando-as, permitem as
transformacgdes topoldgicas que de outra forma seriam impossiveis. Os efeitos
citotoxicos das DNA-topoisomerases parecem vir da estabilizacdo do
complexo catalitico intermediario que se forma entre a topoisomerase e 0 DNA,
impedindo o relaxamento. Esta estabilizacdo desencadeia um processo
desconhecido que causa morte celular (SHEN et al., 1994).

2.4.4. Parede celular fungica _
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Figura 17 - Representacdo da parede celular fungica. Fonte:
http://www.abev.com.br/controledeinfeccao/palestras/resistencia.pdf
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A parede celular ndo é somente uma cobertura externa inerte, mas
também cumpre um papel dindmico em todos o0s aspectos da fisiologia
fungica. Ela serve ao fungo como uma barreira protetora, evita sua ruptura
osmoética e lhe confere forma, é essencial para o seu crescimento e viabilidade.
E formada por muitos componentes macromoleculares, dentre eles B-glicanos,
quitina, manoproteinas e outras proteinas. Trés atividades enzimaticas tém
mostrado ser essenciais para a formacao da parede celular fangica: 1,3- B-
glicano sintase; 1,6- B-glicano sintase e quitina sintase que catalisam a
formacdo de 1,3 e 1,6- B-glicanos e quitina respectivamente, alvos atrativos

para o descobrimento de novos farmacos antifungicos (FROST et al., 1995)

2.4.4.1 Inibidores da Parede Celular Fungica — Bioensaio com Células Inteiras

A) Alteragdes morfoldgicas da Hifas

Muitos agentes antifungicos que intereferem com a parede celular
fungica, muitas vezes mostram malformacdes que se pode ver
microscopicamente (GUNJI et al., 1983).

Segundo Fukushima et al., 1993 trés compostos do fungo
Hemicarpenteles acanthosporus atuam como indutores de malformacdes das
hifas de Phytophora capsici e que dois dois deles, (+)-isoisoepoxidona e
ophiobolina A, inibiam a formacgé&o a formacao de 1,3-B-glicano (FUKUSHIMA et
al., 1993). Além disso, a polioxina, inibidora da quitina sintase, causou
engrossamento das hifas e outras deformacdes em Piricularia oryzae e Mucor
racemosus. A aculeacina, inibidor da sintese de glicano em leveduras, causou
diferentes malformagfes em varias leveduras e fungos filamentosos, entre

eles, Aspergillus fumigatus (GUNJI et al., 1983)
B) Bioensaio com Neurospora crassa
Para realizacdo do estudo do mecanismo de inibicdo da parede celular

fungica através Neurospora crassa, que se constitui um fungo filamentoso que

qguando estd em presenca de inibidores da parede celular fungica e em certas
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condi¢cdes (37°C e meio osmaotico) cresce como protoplasto (sem parede
celular), as quais microscopicamente mostram malformacdes (hifas muito
curtas e ramificadas) (SELITRENNIKOF, 1983).

Estes podem ser visualizadas macroscopicamente num ensaio de
difusdo em agar inoculados com o0s esporos da N. crassa. Os halos
produzidos pelos compostos que inibem a parede celular fungica aparecem
salpicados, enquanto que os antifUngicos que nao interagem com a parede
produzem zonas claras de inibicdo. Este ensaio evita o incoveniente de ter que
olhar ao microscopio as colbnias para detectar malformacdo de hifas
(SELITRENNIKOF, 1983; FUKUDA, 1991).

C) Bioensaio do sorbitol

Protoplastos estabilizados com osmoprotetores tém sido importantes
ferramentas bioquimicas para estudar a arquitetura da parede celular
(SENTANDREU et al., 1983). Além disso, a estabilidade osmoética tem sido
usado com C. albicans e outros fungos para estudar o mecanismo de acéo de
alguns antibioticos (YAMAGUCHI H. et al., 1982; VARONA et al., 1983).

Danos aos componentes essenciais da parede celular a partir de agentes
antifangicos (inibidores da sintese de parede celular) lisariam células na
auséncia de um osmoprotetor, porém as células continuardo a crescer se um
estabilizador adequado estiver presente no meio. Positivos, sdo entéo,
examinados através da microscopia para verificar alteracées morfoldgicas.
Células tratadas com drogas que interferem na sintese da parede celular
frequentemente tém caracteristicas morfolégicas distintas. As mudancas na
morfologia podem sugerir possiveis alvos ou modo de agcdo dos inibidores de
parede celular. A morfologia das células tém sido usada como um método para
identificar novos antifungicos inibidores de parede celular (ZACCHINO, 2003).
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Figura 18 - Diagrama esquematico do bioensaio do sorbitol com valores da Concentragéo
Inibitéria Minima (CIM). Observar o aumento da CIM quando o fungo é tratado com
um protetor osmético. Fonte: ZACCHINO, 2001.

A combinacdo da protecdo osmoética promovida pelo sorbitol e
caracteristicas morfolégicas das células fungicas constituem a base da
protecdo osmoética exercida pelo sorbitol e sua morfologia (SPAM) sdo ensaios
que permitem avaliar agentes antifiUngicos que atuam interferindo na formacéo
da parede celular (FROST, et al., 1995).

2.4.4.2. Inibidores da Parede Celular Fungica - Principais ensaios com enzimas

A) Ensaio de glicano sintase

1, 3-B-glicanos sédo os polimeros estruturais mais abundantes na parede
fungica. A biossintese dos mesmos in vivo é catalisada pela enzima 1,3 B-
glicano sintase, uma enzima localizada na membrana, utilizando UDP-glu como
substrato da seguinte reacédo (SELITRENNIKOFF et al., 1992; FUKUSHIMA et
al., 1993).

1,3-p-glicano sintase

2n UDP-glu [glc-B(1,3)-glc]n + 2n UDP

-
»
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Os ensaios medem a incorporacdo de UDP-[*'C]-glicose em [*C]-1,3-p-

glicano, de acordo com o seguinte esquema:

1,3-p-glicano sintase

2n UDP-[**C]-glicose > [*C]-1,3-p-glicano + 2n UDP (a)

1,3-B-glicano sintase + composto a testar

2n UDP-[**C]-glicose » [**C]-1,3-p-glicano + 2n UDP (b)

A UDP-[**C]-glicose (soltvel), ndo incorporada em cada uma das reagdes
(a) e (b), é separada do [**C]-1,3-B-glicano (insoltvel) por cromatografia ou por
filtrac&o, usando filtros de nitrocelulose ou fibra de vidro. O [**C]-1,3-p-glicano
seré retido nos filtros enquanto a UDP-[**C]-glicose n&do incorporada passara
ao filtrado. Quantifica-se o glicano retido nos filtros com um contador de
cintilacdo em ambas reacdes (a) e (b). A propor¢cdo de glicano formado na
segunda reacdo, com respeito a primeira, indica a proporcdo de enzimas
inibidas pelo composto ensaiado. Atualmente, se usam Candida albicans e
Neurospora crassa como fontes da enzima em ensaio de alta eficiéncia,
realizados em placas “multiwell” com 96 pogos (SELITRENIKOFF et. al., 1995;
GHANNOUM et. al., 1999).

Embora ja se tenham descoberto alguns compostos inibidores da 1,3-p-
glicano sintase, poucos tém potencial para ser agentes terapéuticos uteis, ja
que alguns sdo toxicos, pouco soluvel em agua ou ndo absorviveis por via oral
(SELITRENNIKOFF et al., 1995; GHANNOUM et al., 1999)

B) Ensaio da quitina sintase
A quitina é outro polimero da parede fungica indispensavel para sua

viabilidade. Sua sintese in vivo é catalisada pela quitina sintase, que transfere

N-acetilglicosamina para quitina.

Quitina sintase

2n UDP-N- Acetil glicosamina — [GIcNAc 31— 4GIcNAc], + 2n UDP
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Os ensaios medem a incorporacdo de UDP-[**C]-N-acetilglicosamina

comercial em quitina marcada, de acordo com o seguinte esquema:

Quitina sintase

2n UDP-[**C]-N-acetilglicosamina ——— [*C]-quitina + 2n UDP (c)

Quitina sintase + composto a testar

2n UDP-[**C]-N-acetilglicosamina———— [**C]-quitina + 2n UDP (d)

A UDP-[*C]-N-acetilglicosamina (soltvel) é separada da ['*C]-quitina
(insolavel), da mesma forma que o ensaio de 1,3-B-glicano sintase. Quantifica-
se a quitina insolavel retida nos filtros em ambos os casos (c) e (d), com um
contador de cintilagdo. O ensaio é semelhante ao da glicano sintase. A enzima

se obtém de Saccharomyces cerevisiae (CABIB et. al., 1987)

2.5. Inibidores da Bomba de Efluxo

Bombas de efluxo sdo proteinas transmembrana envolvidas no
transporte de substratos téxicos, incluindo todas as classes de antibidticos
clinicamente relevantes, do interior das células para o ambiente extracelular,
diminuindo a concentracdo intracelular do substrato antimicrobiano e
tornando a célula menos susceptivel ao agente. Assim, a proteina de efluxo
nas bactérias e fungos contribuem para a manutencdo celular destes
microrganismos no seu habitat (PIDDOCK, 2006). Modificadores da atividade
antibiética € um termo usado para substancias que modulam ou mesmo
revertem a resisténcia bacteriana a certos antibiéticos, como é o caso de
varios produtos naturais de origem vegetal (extratos e fitoconstituintes) que
alteram a susceptibilidade microbiana a antibioticos por inibicdo de bombas de
efluxo (GIBBONS, 2004).

Os genes das proteinas de efluxo e seus produtos estdo presentes em
todos os organismos, desde bactérias até fungos e eucariotos superiores
(VAN BAMBEKE, et al., 2003). Sabe-se atualmente que as bombas de efluxo
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contribuem para a resisténcia intrinseca e adquirida aos antibioticos,
estimulando o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.

Certos produtos naturais, como reserpina (alcaléide) tém sido capazes de
bloguear bombas de efluxo e reduzir a CIM (Concentracéao Inibitoria Minima) da
norfloxacino e outros antimicrobianos. Porém a concentracdo necessaria de
reserpina para inibir a bomba de efluxo € neurotéxica para os humanos
(MARKHAN, et al. 1999). Outros inibidores do sistema de efluxo como
verapamil, omeprazol, sertralina, siderofora e fenotiazinas também requerem
concentracbes acima do permitido clinicamente (KAATZ, et al., 2003; VAN
BAMBEKE, et al., 2003). A clorpromazina (CPZ) e as trifluoperazina (TFP),
pertencentes ao grupo das fenotiazinas, sdo compostas conhecidos por
modificar a resisténcia a droga em células cancerosas (MICHACAK, et al.,
2001).

A escassez de inibidores de efluxo efetivos na pratica clinica leva a
constante procura pela identificagdo e desenvolvimento de novos inibidores,
tanto contra os sistemas de efluxo em microrganismos como em células
tumorais resistentes a multiplas drogas (DICKSON, et al., 2006; KAATZ, et al.,
2003). A procura por novos agentes tem enfatizado os produtos naturais como
moduladores da atividade antibidtica.

De acordo com essa perspectiva trabalhos tém caracterizado produtos
naturais como modificadores da resisténcia por bomba de efluxo. Extratos de
planta demonstraram atividade contra os sistemas de efluxo, sé@o eles:
Rosmarinus officinalis L. (OLUWATUYI, et al., 2004), Lycopus europaeus L.
(GIBBONS, et al., 2003), Jatropha elliptica Pohl. (MARQUEZ, et al., 2005) Dalea
spinosa A. Grey (BELOFSKY, et al., 2006). Ainda ha poucas evidéncias em
relacdo a atuacdo dos Oleos essenciais de vegetais como agentes
modificadores de resisténcia (CEGIELA-CARLIOZ, et al., 2005).

2.6. Resisténcia aos antifungicos
A resisténcia microbiana tem resultado em crescente morbidade e

mortalidade, como também tem elevado o0s custos de saude. O

desenvolvimento de qualguer novo antimicrobiano vem sendo acompanhado
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pelo aparecimento de resisténcia bacteriana. A emergéncia de patdogenos
resistentes aos antimicrobianos €é uma ameaga a esses avangos
(MOELLERING JR., 2000).

Varios sdo 0s mecanismos pelos quais 0s microrganismos resistem aos
efeitos dos antimicrobianos, entre eles incluem-se: alteracdo da estrutura
molecular de antimicrobianos ou producédo de enzimas que inativam a droga
(por exemplo: B-lactamases ou enzimas modificadoras de aminoglicosideos),
alteracdo das proteinas ligantes da penicilina ou outros pontos-alvo nas
paredes das células, alvos modificados da DNA-girase, mutacfes de
permeabilidade e modificacdes ribossémicas (FILE JR., 2000).

Muitos fatores contribuem para o desenvolvimento da resisténcia
bacteriana, porém um dos principais fatores € a exposicdo repetida, a
concentracdo de antimicrobianos. Dados farmacoldgicos que descrevem a
relacdo entre concentracdo da droga no soro e seus efeitos farmacolégicos
podem ser Uteis em esquemas de tratamento que minimizam a probabilidade
de exposicdo dos patdégenos a niveis subletais de drogas (BURGESS, 2000;
CHAVEZ, 2001).

A resisténcia a antimicrobianos pode ser transferida entre bactérias
pelos plasmideos, transposons, ou pelos mecanismos de insercdo sequencial.
Os plasmideos transferiveis podem possuir genes que apresentam coédigo de
transferéncia em relacdo a uma ampla gama de drogas antimicrobianas.
Assim, para 0s microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, uma unica
transferéncia pode resultar na aquisicdo de véarios determinantes de
resisténcia microbiana. Maior nimero de cepas fungicas estd se tornando
resistente aos farmacos antifingicos atualmente utilizados. Outro problema é
representado pelo aparecimento de novas cepas de fungos comensais que se
tornaram patogénicos. Por conseguinte, estdo sendo pesquisados novos e
melhores agentes antifungicos (RANG et al, 2004).

A farmacocinética e a farmacodinamica estdo inter-relacionadas. As
propriedades farmacocinéticas de uma droga caracterizam o aumento e a
gueda das concentragcbes da droga no sangue e no tecido no decorrer do
tempo. Os parametros farmacodindmicos integram a atividade microbiolégica

e farmacocinética de uma droga antiinfecciosa, focalizando seus efeitos
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bioldgicos, especialmente a inibicdo do crescimento e o exterminio de
patdgenos (BURGES, 2000).

Com frequéncia, as infec¢gdes fungicas sdo de dificil tratamento, fato
intrinsecamente relacionado a aquisicdo por parte de seus agentes etiolégicos

de resisténcia frente & acdo de antifingicos (ARAUJO, 2004).

2.7. Produtos Naturais

A medicina aromatica tem sua origem relatada no antigo Egito ha mais de
6000 anos. Difundiu-se para a Grécia, Roma e depois para todo o mundo. Com
0 surgimento da ciéncia moderna, no século XIX, passou a ser dada maior
importancia para a producdo de drogas em laboratérios, como foi o caso da
penicilina, aspirina dentre outras. No entanto, o uso abusivo de muitas destas
substancias, acarretou efeitos indesejaveis como € o caso da dependéncia
quimica e resisténcia bacteriana (LAVABRE, 1993).

Devido ao aumento da importancia clinica dada as infec¢fes fungicas e
0 progressivo desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos é que um
grande numero de pesquisas cientificas enfatizando propriedades antifungicas
de produtos vegetais tem sido avaliada (SOUZA et al., 2007; ATANDA; AKPAN;
OLUWAFEMI, 2007).

Plantas da flora brasileira, particularmente plantas de uso popular no
Brasil tém sido usada na medicina natural, pela populacéo local, no tratamento
de diversas doencas tropicais, incluindo esquistossomoses, leishmanioses,
maléria e infec¢cBes bacterianas e fungicas (ALVES, et al., 1999). Entretanto,
apesar da rica flora somente alguns dados, de poucas plantas, estéo
disponiveis, incluindo plantas nativas e exoticas (SARTORATTO, et al., 2004).

A medicina popular e o conhecimento sobre o uso de plantas sédo o
resultado de influéncias culturais oriundas dos colonizadores europeus,
indigenas e africanos. Baseando-se no uso popular das plantas, os cientistas
podem direcionar a escolha das plantas que sdo estudadas. Através dessas
pesquisas, podem validar o uso de plantas medicinais, facilitando o uso de

medicamentos equivalentes ou complementares aos existentes no mercado,
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com qualidade farmacolégica comprovada (AMORIM et al., 2003; DORES et al.,
2003).

As propriedades bacteriostaticas, bactericidas, fungistéaticas e fungicidas
a partir de produtos vegetais, tem sido comprovadas através de intensivas
pesquisas em todo mundo (RASOOLI; REZAEI; ALLAMEH, 2006; SHARMA &
TRIPATHI, 2006; SOUZA et al., 2007). Geralmente, sdo estudadas, avaliadas e
confirmadas através de ensaios biolégicos in vitro — testes de susceptibilidade
ou sensibilidade. Estes ensaios sdo realizados por meio de técnicas
padronizadas, incluindo os métodos de diluicdo em tubos e difusdo em meio
solido — disco, cavidade, cilindro (ALLEGRINI; BOUCHBERG; MAILLOLS, 1973;
CASALS, 1979; MIMS et al., 1995).

A atividade antimicrobiana de produtos naturais, como extratos, fracdes,
O0leos essenciais, é avaliada através da determinacdo de uma peguena
quantidade da substancia necesséria para inibir o crescimento do
microrganismo-teste, esse valor é conhecido como Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM). Um aspecto bastante relevante na determinacdo da CIM de
extratos vegetais € a preocupacdo em relacdo aos aspectos toxicoldgicos,
microbiolégicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou suas
combinacdes (PINTO, et al., 2003)

Os Oleos essenciais certamente constituem substancias com atividades
diversas, terapeuticamente e cientificamente comprovadas (SHUBINA et.al.,
1990), fato que tem gerado vérios estudos relacionados com as propriedades
farmacol6gicas destes compostos.

O Uso continuado de drogas anti-infecciosas resultou no aparecimento
de virus, fungos e bactérias resistentes aos medicamentos. Para superar o
aumento de microrganismos patogénicos, uma variedade de plantas
medicinais tém sido rastreadas e estudas mundialmente pelas suas
propriedades antimicrobianas. O objetivo é encontrar novos e efetivos agentes
antimicrobianos com novos modelos de acdo. Os 6leos essenciais derivam de
plantas medicinais e tém sido estudados por se mostrarem eficazes contra
bactéria, leveduras, fungos filamentosos e virus (REICHLING, 2009).

Os oOleos essenciais, esséncias vegetais ou Oleos volateis, sdo misturas

de compostos organicos que apresentam como principais propriedades a
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volatilidade, aroma intenso, imiscibilidade em agua e solubilidade em
solventes orgéanicos (COSTA, 1975). O termo Oleo essencial é empregado para
designar liquidos oleosos voléateis, dotados de aroma forte quase sempre
agradavel, extraidos de plantas por alguns processos especificos, sendo mais
frequentemente a destilagdo por arraste em vapor d’agua (CRAVEIRO et. al.,
1981). Os Oleos essenciais constituem os elementos volateis contidos em
muitos Orgaos vegetais, e, estdo relacionados com diversas func¢des
necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa
contra microrganismos (SIQUI et al., 2000). Ainda, tem sido estabelecido
cientificamente que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem propriedades
antibacterianas (BHAVANANI, 1992)

Durante investigacfes acerca da composicdo quimica dos Oleos
essenciais, descobriram-se hidrocarbonetos isoméricos de formula CigHie
designados de terpenos (ALLINGER et.al., 1978), constatando-se uma grande
diversidade destes constituintes relacionados com atividades farmacoldgicas
das mais diversas (COSTA, 1975).

Os Oleos essenciais apresentam-se constituidos principalmente de
monoterpenos, sesquiterpenos, fenil-propandides, ésteres e outras
substéncias de baixo peso molecular (CRAVEIRO & QUEIROZ, 1993). Os
monoterpenos e sesquiterpenos dos 6leos essenciais, que sdo formados por
duas e trés unidades isoprénicas respectivamente, sdo encontrados
normalmente em sementes, frutos, cascas, folhas e flores de muitas espécies
vegetais, e sdo considerados, em muitos casos, como responsaveis pelos
odores de plantas aromaticas (CHAVEZ, 1991).

Recentemente, o0s constituintes volateis, especialmente terpenos,
tornaram-se importantes instrumentos na caracterizacdo taxondmica de
plantas de quase todos os grupos superiores. Os avan¢cos em técnicas, como
a cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada ao espectrobmetro de
massa, favorecem a andlise dos 6leos no tocante a sua composi¢do quimica
(FLAKE & TURNER, 1973; JOAO et.al., 1985).

Alguns oOleos essenciais foram obtidos a partir das partes aéreas de
Mentha piperita, Thymus vulgais, Aloysia triphylla e Origanum vulgare e foram

avaliados quanto a atividade antimicrobiana contra bactérias e contra a
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levedura Candida albicans pelo método de bioautografia. De acordo com o0s
resultados, a maioria dos 0Oleos essenciais estudados foram efetivos contra
Enterococcus faeciuml e Salmonella cholerasuis, A. triphylla e O. basilicum,
apresentam inibicdo moderada contra Staphylococcus aureus enguanto
apenas A. tryphila e M. piperita foram capazes de inibir completamente, a
levedura Candida albicans (SARTORATTO, 2004).

Tendo em vista o potencial terapéutico apresentado pelos oOleos
essenciais e seus fitoconstituintes, o descobrimento de compostos de origem
natural com mecanismo de acdo seletivo, agregar-se-do as alternativas
promissoras na terapia antifungica, num futuro préximo onde a utilizacdo da
terapia antimicrobiana sintética parece estar orientada para o uso combinado

com produtos naturais.

2.8. Triagem das espécies vegetais, baseada em seu potencial medicinal

Os Oleos essenciais tém sido usados de forma empirica para uma grande
variedade de propésitos por muitos séculos. Nas dudltimas décadas em
particular, muitos estudos in vitro foram realizados devido as suas atividades
antibacterianas e antifungicas. Muitos Oleos essenciais possuem atividade
antimicotica e podem ser usados como futuros agentes antifungicos (DEANS
et al., 1989).

Cinnamomum zeylanicum Blume

Dentre os inUmeros grupamentos vegetais estudados, destaca-se a
familia Lauraceae, da qual faz parte a planta Cinnamonum zeylanicum Blume,
conhecida como canela que é uma arvore mediana, odorifera, possui casca
castanho claro (ALMEIDA, 1993).
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Figura 19- Cinnamomum zeylanicum , conhecido como canela.
(Fonte: www.tecnocientista.info/nd.asp.cod=6313)

C. zeylanicum Blume conhecida popularmente como canela ou canela-do-
Ceildo é originaria de algumas regides da india e do Ceildo (figura 19). Sua
arvore é caracterizada por apresentar uma altura de 6-12m; casca palida e sem
pélos. Suas folhas sdo simples, opostas e lanceoladas. Suas flores séo
pequenas, de cores branco-amareladas, formando pequenas paniculas. E
cultivada em paises tropicais da América, em especial, Brasil. Sendo as cascas
e folhas as partes utilizadas com fins terapéuticos (ALONSO, 1998),

As partes mais Uteis da canela sdo o cortex dessecado e o0 6leo. O 6leo é
obtido das folhas por destilacdo, por arraste a vapor. Os constituintes
guimicos mais encontrados séo: acetato de eugenol, acido cinamico, aldeidos,
cimeno, cineol (CARRICONDE et al., 1996; ALONSO, 1998). A composicéao
guimica do 6leo volatil de Cinamonum zeylanicum foi bastante estudado por
GC e GC-MS, evidenciando a existéncia de hidrocarbonetos terpénicos e
terpendides oxigenados (JAYAPRAKASHA, 2002).

As atividades farmacoldégicas de C. zeylanicum B. estéo
fundamentalmente relacionadas aos seus 6leos essenciais, que incluem:
espasmolitica, antiinflamatoria, antipirética, carminativa, antibacteriana,
antifingica, larvicida, sedante, anti-hipertensiva (CARRICONDE et al., 1996).

Uma consideravel atividade antimicrobiana, produzida pelos Ooleos

essenciais de C. zeylanicum B. tem sido evidenciada contra bactérias Gram-
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positivas e Gram-negativas (CHAO; YOUNG; OBERG, 2000), virus (MANCINI et
al., 1999), fungos leveduriformes e filamentosos (BELEM, 2002; GAYOSO et al.,
2004; MOREIRA, 2006).

Citrus limonum L.

O género Citrus tem aproximadamente 16 espécies na familia Rutaceae e
sao frequentemente cultivadas em regides subtropicais. Os 6leos essenciais
de Citrus movimenta um amplo setor da producdo mundial de éleos essenciais
(TIRADO et al., 1995). A arvore atinge 4 metros de altura, com ramos curtos e
muitos espinhos. As flores sdo brancas, reunidas em inflorescéncias com 2 a
20 unidades. Os frutos tém suco &cido, aromatico, de cor amarelo-clara. A
casca, também muito atomatica, € verde-clara ou amarela quando o fruto
amadurece. Originario da india ou da Malasia, o limido foi introduzido na
Assiria e de la passou para a Grécia e Roma. Depois se espalhou pelo norte da
Africa e Europa antes do descobrimento da América. Os portugueses o
trouxeram para o Brasil (LAVABRE, 1997).

A familia Rutaceae € bastante conhecida por sua atividade
antimicrobiana. O 0leo essencial de Citrus limonum, assim como os Oleos
essenciais de Eucalyptus globules, Melaleuca alternifolia, Mentha piperita,
Origanum vulgare, entre outros, sao bastante conhecidos por esta propriedade
(MOREIRA, 2005). O 6leo essencial de Citrus limonum contém limoneno, citral,
uma boa quantidade de pineno e citronelal (ALONSO, 1998; SELLAN, 2002).

Outras propriedades medicinais relacionadas ao C. limonum, estdo
relacionadas ao combate de ateromas (remove placas gordurosas das
artérias), constipacfes, gripes, dores de garganta, acidez gastrica e Urica
(alcaliniza o sangue), frieiras, caspas, cicatrizagdes, ajuda a manutencéo de
colageno, hemoglobina, atua como anti-séptico entre outras (ALONSO, 1998;
LAVABRE, 1997).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ateroma
http://pt.wikipedia.org/wiki/Constipa%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gripe
http://pt.wikipedia.org/wiki/Garganta
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Acidez_g%C3%A1strica&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dermatofitose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Caspa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cicatriz
http://pt.wikipedia.org/wiki/Col%C3%A1geno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hemoglobina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Anti-s%C3%A9ptico
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Figura 20 - Citrus limonum, conhecido como limoeiro.
Fonte: www.ethnopharmacologia.org/default.asp?page

Os constituintes volateis dos O6leos de citrus sdo uma mistura de
monoterpeno (limoneno) e sesquiterpenos, aldeidos(citral), cetonas, alcool
(linalol) e ésteres (BORGMANN et al., 2004; SMITH et al., 2001; FLAMINI et al.,
2007).

Embora os 6leos essenciais de Citrus limonum estarem sendo revisados
exaustivamente (BURT, 2004; INOUYE TAKIZAWA & YAMAGUCHI, 2001,
LANCIOTTI et al., 2004), suas atividades antimicrobianas tém sido

relativamente pouco exploradas até o presente momento.

Caryophyllus aromaticus L.

Caryophyllus aromaticus L. (Eugenia caryophyllata) conhecido
popularmente como cravo da india e originario das ilhas Moluscas (figura 21).
E uma arvore verde em forma de coluna, que pode chegar a 15 metros de
altura. Desenvolve-se melhor em lugares claros. A flor possui brotos de
tonalidade marrom-avermelhadas. As folhas sdo pequenas e acinzentadas
(CORREA, 1984; MAZZAFERA, 2003). Planta da familia Myrtaceae que utiliza os

botbes florais secos, com fins terapéuticos.


http://www.ethnopharmacologia.org/default.asp?page
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E conhecida por suas propriedades medicinais afrodisiacas, anti-
séptica, aperientes, bactericida, digestiva, excitante, repelente (inseto),
sudorifico, ténico estimulante (ALONSO, 1998; SELLAN 2002).

A utilizacdo de compostos naturais biologicamente ativos, ou principios
ativos oriundos do Caryophyllus aromaticus L. tem sido merecedor de
destaque. O cineol, canfora, cariofileno, carvacrol, eugenol, citral, entre outros,
sao constituintes desta planta, comprovadamente fungitéxicos, conforme
relatos em diversos artigos (OKIGBO e OGBONNAYA, 2006; SILVA et al., 2004;
SCHWAN-STRADA, 2002).

Figura 21- Caryophyllus aromaticus L., conhecido
como Cravo da India. (Fonte:
http://aromacoresabor.com/img/cravo_da_india.jpg)

Seu 6leo é usado na odontologia como analgésico e antiséptico, com
comprovada acdo bactericida (LAVABRE, 1992). Muitos trabalhos relatam
outras acdes alem de bactericida, como fungicida, antiviral, inseticida
(NASCIMENTO et al., 2000; BELEM, 2002; MOREIRA, 2006).

A busca por novas fontes terapéuticas alternativas (em especial os 6leos
essenciais) para tratamento de infec¢cdes por fungos do género Aspergillus e
motivada ndo sO pelas manifestacdes clinicas que estes provocam em
individuos susceptiveis a sua colonizagcdo e infeccdo, mas também devido a

toxicidade dos antifungicos sintéticos disponiveis no mercado e
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principalmente pelo aparecimento de cepas resistentes a essas drogas
(CARMO, 2008).

Cymbopogon citratus DC Stapf.

A planta Cymbopogon citratus DC Stapf., é conhecida popularmente
como Capim limé&o, capim santo, capim cheiroso. Planta da familia Poaceae.
qgue utiliza os as folhas, o rizoma e as raizes frescas ou secas, com fins
terapéuticos (ALONSO, 1998).

E conhecida por suas propriedades medicinais: analgésico suave,
ansiolitico, antialgico, antibacteriano, anticonvulsionante, antidiarréico,
antidisentérico, antiespasmadico, anti-histérico, antipirético, anti-reumaético,
antitérmico, aperiente, aromatizante, estomacal, bactericida, béquico,
carminativo, depurativo, digestivo, diurético, emenagogo, estimulante lacteo,
expectorante, febrifugo, fungicida, hepato-protetor, miorrelaxante, repelente de
inseto, sedativo, sudorifera, vasodilatador (SELLAN 2002).

A percentagem dos principais constituintes do 6leo essencial das folhas
de Cymbopogon citratus revelou o0s seguintes compostos majoritarios
aldeidos, cetonas, acidos, ésteres, sesquiterpenos e terpenos, citrol (mistura
dos aldeidos neral e geraniol), saponinas alcoois (cimeropogonol e
cimpogonol), alcaldéides (cineol, geranial, geraniol, linalol, mentona, nerol, a e
b-pineno, terpineol, terpinoleno, a-canforeno, limoneno, citronelal (KOBA, et
al., 2009; ANDRADE et al., 2009)

A atividade antifungica contra a espécie C. acutatum do Gleo essencial de
Thymus vulgaris e Cymbopogon citratus, além dos componentes majoritarios
destes Oleos essenciais, timol e citral, foram avaliados mostrando que o timol
125mg/L e citral 300mg/L inibiram completamente o crescimento micelial
durante sete dias. Além do mais, a germinagdo dos esporos foram afetadas
100% com o 6leo de Cymbopogon citratus de 350 e 400mg/, timol de 100 a
125mg/L e citral de 300 mg/L, inibiu completamente a esporulacédo dos fungos,
enquanto que timol a 350mg/L afetou bem menos (ALZATE et al., 2009)
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Figura 22- Cymbopogon citratus DC Stapf., conhecido como
capim santo. (Fonte: websmed.portoalegre.rs.gov.br/emily.html)

Segundo (IRKIN, 2009) O oleo essencial de Cymbopogon citratus L. é
conhecido como tendo propriedades terapéuticas e antibacterianas, sendo sua
atividade antifungica objeto de renovado interesse. Excelente atividade
antifingica do 6leo essencial de C. citratus in vitro, foi observada na inibicéo
do crescimento e sobrevida de alguns fungos filamentosos, como: Aspergillus
niger, Fusarium oxysporum e Penicillium roquefortii e leveduriformes, como:
Candida albicans, Candida oleophila, Hansenula anémala, Saccharomyces
cerevisiae.

Também foi testada a atividade do 6leo essencial de C. citratus in vitro
contra A. flavus, A. fumigatus, Alternaria alternata, Penicillium citrinum e
Trichoderma harzianum, mostrando reduc&o nos esporos de germinacao deste
fungos. O Aspergillus niger foi a cepa mais sensivel aos efeitos deste 6Oleo
(MAHANTA et al., 2007)

Também foram estudados os efeitos deste 6leo essencial de C. citratus L.
sobre o crescimento, morfogénese e producdo de aflatoxina da cepa de A.
flavus ML2, sendo o crescimento do A. flavus, completamente inibido por este
0leo (HELLAL, 2007).
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Eucalyptus globulus L.

Eucalyptus globulus L. foi a primeira espécie de Eucalyptus introduzida
no Brasil, hoje outras espécies congénere sao cultivadas em muitas regides de
clima tropical e subtropical (LORENZI, 2002).

E largamente produzido na Espanha, Portugal e China por suas diferentes
propriedades medicinais (LAVABRE, 2001). Planta da familia Myrtaceae,
conhecida popularmente como eucalipto, eucalipto-liméo, eucalipto-comum,
combate doenca de chagas, Ulceras e outras enfermidades do tecido e da pele
(ROCHA, 2007)

Figura 23 - Eucalyptus globulus L., conhecido como eucalipto.
(Fonte: www.forestis.pt/forestis/multimedia)

Existem aproximadamente 300 variedades de eucalipto. O 6leo essencial
usado na aromaterapia € destilado da arvore gomifera tdo apreciada pelos
australianos, o Eucalyptus globulus, embora haja cerca de 15 dentre as
centenas de espécies que fornecem um 6leo de boa qualidade. A arvore foi

introduzida na Europa no século XIX como uma espécie ornamental, mas
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desenvolveu certas caracteristicas que nao figuram em seu local de origem
(DAVIS et al., 1996).

E uma planta que se destacando no reino vegetal pela sua importancia,
tanto do ponto de vista de suas virtudes medicinais, como do ponto de vista
econémico (CRUZ, 1965).

As principais espécies de Eucalyptus cultivadas no Brasil para a
producdo de Oleo essencial sdo: E. citriodora, E. globulus e o E. staigeriana
(VITTI; BRITTO, 2003). Oleos comerciais sdo destinados a fabricacdo de
produtos farmacéuticos inalantes, estimulantes da secrecdo nasal, produtos
de higiene bucal, ou simplesmente, como funcdo de dar sabor e aroma aos
medicamentos. Os 6leos também estdo presentes nas industrias de perfumes,
mas sdo mais usados nos produtos de limpeza, como sabdo e desinfetante
(ROCHA, 2007).

Melissa officinalis L

A Melissa officinalis L., também chamada de erva-cidreira-verdadeira,
pertencente a familia Lamiaceae, € perene, arbustiva, podendo atingir de 30 a
100 cm de altura, caule quadrangular, herbaceo, ereto, piloso e aromatico,
ramificando-se a partir da base formando touceiras. As folhas sdo verde-
escura na parte superior e verde-clara na parte inferior, com 5 a 8 cm de
comprimento, sdo pecioladas, opostas, ovais, pilosas e com nervuras bem
salientes. As flores, quando surgem sao brancas ou amareladas, reunidas em
fasciculos de 2 a 6 unidades com florescimento de outubro a mar¢co na Europa
(HERTWIG, 1986).

A parte utilizada da planta € o caule folhado e florido, usado no
tratamento da insbnia, enxaqueca, tensdo nervosa, neurastemia, ansiedade,
como antiespasmaodica, estimulante do chacra cardiaco (ALONSON, 1998). A
planta possui atividade sedativa, tendo um papel importante no controle das
emocgBes. E tranqiilizante e também indutora do sono. O citral, seu
constituinte majoritario, é responsavel pela acdo relaxante (SADRAEI et al.,
2003). O 6leo essencial de M. officinalis produzida no nordeste brasileiro tem

atividade antitumoral em trabalho realizado por Sousa et al. (2004).
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Figura 24 - Melissa officinalis L., conhecida como erva
cidreira. (Fonte:
http://ipt.olhares.com/data/big/153/1533526.jpg)

Foram avaliadas as atividades antimicrobianas dos 60leos de Lavanda e
erva-cidreira (Melissa officinalis L), dentre outros. A analise dos 6leos por GC-
FID revelaram que os maiores constituintes destes 6leos foram linalol (23,1%),
acetato de linalol (23,1%), citronelal (23,8%) e geraniol (11,6%) e na erva-
cidreira, a-pineno (24,4%). A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
avaliaram a sobrevivéncia e crescimento de alguns microrganismos
potencialmente perigosos. A Escherichia coli foi o microrganismo mais
sensivel dentre os testados (ROMEO, 2008)

O possivel papel dos 6leos essenciais de algumas plantas, dentre elas a
Melissa officinalis L., assim como o modo de acdo destes produtos naturais é
discutido no que diz respeito a prevencdo e tratamento do cancer, doencas
cardiovasculares, incluindo aterosclerose e da trombose, bem como a sua
bioatividade como antibacteriana, antiviral antioxidantes e agentes anti-
diabéticos (EDRIS, 2007).
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Laurus nobilis L.

A planta Laurus nobilis L., conhecido como loureiro, é uma arvore
perenifolia com a copa arredondada, originaria do mediterraneo. Possui folhas
simples, coriaceas, verde-escuras e aromaticas. Apresenta flores masculinas e
femininas separadas na mesma planta, axilares e de coloracdo amarelada.

Produz frutos tipo drupa, globosos, suculentos, arroxeados e com
pequena semente (LORENZI et al., 2003).

A planta apresenta importancia econdmica principalmente pela producéo
de folhas que séo utilizadas como aromatizantes na culinaria. (LORENZI et al.,
2003). A folha é a parte da planta utilizada com fins terapéuticos (PANIZZA,
2004; LORENZI, 2002).

Figura 25 - Laurus nobilis L., conhecido como louro.
(Fonte: www.receitamaneira.com.br/.../folha-de-louro)

O seu Oleo essencial possui 0s seguintes fitoconstituintes: geraniol,
cineol, eugenol, linalol, terpineno, pineno, costunolide e deacetillaurebiolide,
taninos, acucares e pectinas (WYK, 2004).

Esta planta também foi estudada por Kaileh (2007) quando fez uma
triagem de plantas medicinais indigenas com potente atividade antiinflamatoria
e por suas atividades anti-tumorais citotoxicas. As atividades bioldgicas e
fisicoguimicas de L. nobilis tem sido extensamente estudadas. Suas folhas e
frutos acalmam problemas estomacais e suas atividades narcoticas,

estimulantes e aromaticas também tém sido reportadas (BUTTERY, et al.,
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1974). As atividades anticonvulsivantes e anti-eplépticas do extrato de L.
nobilis também tém sido confirmadas (SAYYAH, 2002). As folhas de L. nobilis
sdo tradicionalmente usadas oralmente no tratamento dos sintomas de
problemas gastrointestinais, como dores epigastricas, flatuléncias e ma
digestdo. Recentes estudos sobre essa planta tém mostrado que as suas
folhas aumentam a secre¢cdo do suco gastrico e tratam desordens digestivas,
sendo 0s maiores responsaveis por essas atividades seus fitoconstituintes
como os sesquiterpenos (MATSUDA et al., 2002). A atividade anti-oxidante das
folhas de L. nobilis também tem sido investigada (SIMIC, 2003).

Origanum majorana L.

Planta da familia Labiatae, conhecida como manjerona< eucalipto,
eucalipto-liméo, eucalipto-comum, nativa do Oriente Médio. Aclimatada e
cultivada no Sul da Europa. Atualmente cresce em jardins domésticos na
América Tropical e llhas Ocidentais (MORTON, 1981). Na Idade Média, esta erva
foi introduzida da Europa, onde, em forma de saches. Manjeronas silvestres
estdo presentes por toda a paisagem da Grécia, e a impregnam com 0 Seu
perfume.

A parte usada da planta é a folha e sumidade florida. E conhecida por
suas propriedades arométicas e pelas propriedades afrodisiaca, digestiva,
expectorante, hidratante da pele, revigorante do cabelo (ALONSON, 1998). O
O0leo essencial € rico em terpenol, timol, carvacrol e hidrocarbonetos
terpénicos, Acidos fendlicos: caféico, clorogénico, rosmarinico; flavonoides:
derivados do apigenol, luteolol, cenferol, diosmetol; hidroquinona (ALONSO,
1998; BOZIN et al., 2006).

Embora véarios estudos tenham sido conduzidos no tocante as
propriedades antibacterianas e antifungicas dos 6leos esséncias das plantas,
assim como de seus extratos (BURT, 2004; VAGI, et al., 2005), apenas poucos
estudos sobre as atividades dos 0Oleos essenciais sobre os alimentos séo
reportados na literatura (HOLLEY & PATEL, 2005).
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Figura 26 - Origanum majorana L., conhecido como manjerona.
(Fonte: www.klickeducacao.com.br/.../Ma/11812/4170.jpg)

Dentre os varios 6leos essenciais que podem ser usados como agentes
antimicrobianos, o 6leo de manjerana (O. majorana L.) pode ter o maior
potencial para uso na aplicacao industrial (BARATTA et al., 1998; DEANS &
SVOBODA, 1990; DAFERERA et al., 2000; EZZEDDINE et al., 2001).

Segundo Oliveira et al., (2009), foi demonstrada a atividade antibacteriana
dos Oleos essenciais de de O. vulgare L. e O. majorana L. contra
Staphylococcus aureus, S. coagulase negativa, Enterobacter spp., Proteus
spp., Acinetobacter spp., Klebsiella spp. isoladas de pacientes com
conjuntivite. Os resultados mostraram um efeito inibitério proeminente de
ambos os Oleos essenciais em todas as cepas bacterianas. Observaram-se
grandes zonas de inibicdo do crescimento bacteriano (15-32mm). A
concentragao inibitoria minima (MIC) entre 5-20 mp L / mL e 2,5-10 mu / mL
para os 0leos essenciais de O. vulgare e O. majorana, respectivamente. O MIC
foi capaz de causar efeito inibitério significate (P <0,05) sobre a viabilidade de
células de Klebsiella spp., Proteus spp. e S. aureus uma total eliminagcdo do
indbculo bacteriano em um tempo maximo de 24 h de exposicdo. Estes
resultados mostraram a eficacia antibacteriana de O. vulgare e O. majorana
O0leos essenciais e apoiou a possibilidade de seu uso como fontes de

compostos antimicrobianos.
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Origanum vulgare L.

Originaria das regifes da Asia e Europa mediterranea, a planta Origanum
vulgare L é uma erva perene, cuja altura pode variar de 25 a 80 cm. Faz parte
da familia Labiateae, cuja parte usada é a planta florida, sendo bastante
explorada por suas atividades antimicrobianas, contém uma grande variedade
de compostos como carvacrol, timol e grandes variedades de hidrocarbonetos
monoterpénicos (limoneno, terpineno, cariofileno, etc) e alcoois
monoterpénicos( 4-terpineol). Foi reportado ao 6leo essencial de O. vulgare,
atividade antimicrobiana com grande potencial contra 10 cepas de bactérias,
15 fungos e espécies de leveduras (SAHIN, 2004).

Estudos tém mostrado que espécies de Origanum possuem propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, e enfatizam que as suas propriedades
biol6gicas podem variar de acordo com a técnica de cultivo, origem, estagio
vegetativo e a estacdo de coleta do material vegetal (MILOS et al., 2000).

Ao abordar os relatos da literatura, nota-se que o orégano (Origanum
vulgare L.), tem apresentado resultados de destague como agente habil de
inibicdo de bactérias e fungos, principalmente em alimentos (ALIGIANIS, et al.,
2001). Devido a sua ampla variedade de caracteristicas quimicas e de aroma,
diferentes espécies e bidtipos de Origanum sdo aplamente utilizados como
insumos na industria farmacéutica e cosmética, erva culinaria, flavorizante de
alimentos, em bebidas alcodlicas e em perfumaria na obtencéo de fragrancias
picantes (SILVROPOULOU et al, 1996; NOVACK et ., 2000; ALIGIANIS et al.,
2001).

A atividade antibacteriana e antioxidante dos 6leos essenciais isolados
de Thymbra capitata e Origanum vulgare L. mostram que trés componentes
principais constituem 70% do o6leo, isto é, timol (33%), y-terpineno (26%) e p-
cimeno (11%) (FALEIRO, 2005).
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Figura 27 - Origanum vulgare L., conhecido
como  orégano. (Fonte:  www.about-
garden.com/fe/en/0001-origanum)

A atividade antifungica do 6leo essencial de orégano (O. vulgare L.),
dentre outros 6leos essenciais, foi testada contra o crescimento micelial de
Alternaria alternata, Aspergillus niger e Aspergillus parasiticus utilizando agar
batata dextrose (PDA) in vitro. O 6leo essencial de O. vulgare foi o mais efetivo
sobre o crescimento micelial de A. alternata em compara¢gao com outros dois
fungos. O 6leo de orégano foi o mais ativo contra todos os fungos testados
(SAGLAM, 2009).

Excelente atividade antibacterida foi obtida ao testar o O. vulgare contra
bactérias Gram-positivas (SAEED, 2009).

Tampieri et al., 2003 avaliaram in vitro a atividade de inibicdo de alguns
O0leos essenciais e seus principais constituintes contra cepas de Candida
albicans. Dezesseis 0leos essenciais e quarenta e dois componentes puros
(alcoois, aldeidos, cetonas, fendis e hidrocarbonetos), foram testados. Os
O0leos essenciais de Origanum vulgare, Satureja montana, Mentha piperita,
Cinnamomum verum, Cymbopogon flexuosus mostraram atividade inibitoria

maxima (CIM =500 ppm) apds 7 dias.
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Infeccdes oportunistas causadas por leveduras tém sido caracterizadas
como doengas emergentes em todo o mundo e este fenGmeno tem levado ao
desenvolvimento de novos produtos capazes de inibir a sobrevivéncia de seus

agentes etioldgicos.
Fitoconstituintes: alfa-pineno, citral e eugenol

O conteudo dos 0Oleos essenciais em diferentes espécies € influenciado
pelo material genético, condi¢cfes de cultura e meio ambiente (CHARLES, 1990)
e finalmente, pelo processo de coleta e pds-coleta (PAAKKONEN, 1990). A
atividade de muitos O6leos essenciais € dada pelos seus componentes
majoritérios.

A presenca de substancias quimicas como compostos fendlicos,
cumarinas, terpendides, flavondides, alcaldides, glicosideos, taninos e
guinonas, que sao encontradas como metabdlitos secundarios dos vegetais
podem desencadear efeitos benéficos ou maléficos sobre outros vegetais ou
demais organismos (RODRIGUES e LOPES, 2001).

As tradicionais drogas antifungicas tém variaveis efeitos adversos e a
resisténcia fungica esta cada vez mais comum. Entdo, agentes antifUngicos
mais potentes e mais seguros precisam ser descobertos (RANG et al., 1999;
WU et al., 2004).

Este estudo, também avaliou o perfil de sensibilidade de fungos
potencialmente causadores de infec¢cbes oportunistas frente aos

fitoconstituintes alfa-pineno, citral e eugenol.

OH
o SN N

V4

Eugenol Citral a-pineno

Figura 28- Estrutura quimica dos fitoconstituintes.
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%93leo_essencial
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A validacédo da utilizacdo de plantas medicinais depende da investigacao
sistematica realizada sob varios aspectos. Dentre esses aspectos podemos
citar o aspecto quimico, farmacoldégico e microbioldgico, que somados a
outros irdo resultar no medicamento fitoteratico (ROJAS et al., 1992; NIERO et
al., 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifungica dos 6leos essenciais e fitoconstituintes

obtidos de plantas medicinais referemciadas pela medicina popular.

3.2 Objetivos Especificos

» Fazer uma triagem dos 6leos essecias e fitoconstituintes de maior
relevancia na literatura que expressa atividade antifingica;

*» Realizar ensaios que permitem a elucidacdo dos possiveis mecanismos
de acao;

= Determinar a Concentragdo Inibitoria (CIM) e Fungicida Minima (CFM)
dos 6leos essenciais e fitoconstituintes obtidos destas espécies de
plantas;

= Verificar sensibilidade e resisténcia das cepas aos medicamentos
antifingicos, assim como aos O6leos essenciais e fitoconstituintes
estudados, através de antifungigrama;

= Verificar alteracdes das hifas, perda de pigmentacdo, perda de
citoplasma, através da microscopia de luz, para selecionar quais 6leos
essenciais tem atividade antifungica,;

= Verificar a cinética de crescimento fungico frente aos 6leos essenciais e
fitoconstituintes, avaliando a susceptibilidade dos microrganismos
testados;

» Realizar bioensaio com Sorbitol para verificar inibicdo de parede celular
fangica;

= Verificar a existéncia e influencia da bomba de efluxo no mecanismo de
resiténcia dos fungos;

* Propor possiveis mecanismos de acdo antifUngica dos 6leos essenciais,

das espécies de plantas que mostram promissora atividade antifungica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

4.1.1 Oleos essenciais e fitoconstituintes:

Varias abordagens para a selecdo de espécies vegetais tém sido
apresentadas na literatuta (MACIEL et al., 2002). O processo de selecdo das
plantas foi baseado na atividade antifUngica destas, seguindo os bioensaios
anteriormente realizados por pesquisadores do laboratério, tendo como fator
determinante a disponibilidade dos Oleos essenciais e seus respectivos
fitoconstituintes. Os 6leos essenciais foram adquiridos na Ferquima Industria
e Comércio Ltda./ Sdo Paulo e os fitoconstituintes foram cedidos pela Prof®.
Dr®. Dionezine de Fatima Navarro do Departamento de Farméacia da
Universidade Estadual de Ponta Grossa/Parand e pelo projeto Genoma do

Brasil Industria e Comérico Ltda/Parana. Os 6leos essenciais testados foram:

= Cinnamonum zeylanicum Blume (Lauraceae) - Canela;

= Citrus limonum (Rutaceae) — Liméao;

= Caryophyllus aromaticus L. (Myrtaceae) — Cravo;

= Cymbopogon citratus D.C. Stapf. (Poaceae) - Capim-santo;
= Eucalypto globosus Labill (Myrtaceae) — Eucalipto;

= Melissa officinalis L. (Lamiaceae) - Erva cidreira;

= Laurus nobilis L. (Lauraceae) — Louro;

= Origanum majorana L. (Labiatae) — Majorana;

* Origanum vulgare L. (Labiatae) — Orégano.

E os seguintes fitoconstituintes (encontrados em maior propor¢cao nos
Oleos essenciais estudados) e disponiveis no Laboratorio de Micologia (LM) do
Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB):
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2

Alfa- pineno;
Citral;
Eugenol

4.1.2. Espécies fungicas estudadas

As cepas estudadas foram obtidas a partir de amostras bioldgicas

coletadas no Laboratorio de Micologia (LM) ou de cole¢bes adquiridas da

American Type Culture Collection (ATCC).

Candida albicans (ATCC7645);
Candida albicans (ATCC90028);
Candida albicans (LM142);

Candida tropicalis (LM 14);

Candida krusei (ATCC6252);
Candida krusei (ATCC6258);
Candida krusei (LM 09);

Candida krusei (LM 08);
Cryptococcus neoformans (LM10);
Cryptococcus neoformans (FGF5);
Trichophyton rubrum (ATCC 64T);
Trichophyton rubrum (ATCC 28184);
Trichophyton rubrum (LM 78T);
Trichophyton rubrum (LM 800);
Trichophyton mentagrophytes (LM 640);
Microsporum gypseum (ATCC 184);
Microsporum canis (LM 36);
Cladosporium herbarium (ATCC 26362);
Aspergillus flavus (LM 02);
Aspergillus fumigatus (IPP 21);
Aspergillus fumigatus (ATCC 40640)
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4.1.3. Meio de cultura e matéria-prima utilizados

Nos ensaios de viabilidade e susceptibilidade fungica foi utilizado o
meio Agar Sabouraud dextrose — ASD (Difco Laboratérios Ltda), preparado
conforme instrucdes do fabricante. No levantamento de hipoOteses para a
determinagcdo do mecanismo de acdo dos Oleos essenciais foi utilizado
sorbitol 70%, lote:0700703, obtido no Goiolab Biagnostica Produtos para
Laboratorio Ltda. /PB. Para avaliar a influéncia da bomba de efluxo na
resisténcia fungica, foi utilizada a clorpromazina do laboratério Sigma-Aldrich,
cedido pelo Prof. Siqueira Junior, do Departamento de Biologia
Molecular/UFPB.

4.1.4. Antifungicos sintéticos padrao

Para controle da avaliacdo da atividade antifungica dos produtos naturais e
sintéticos foram utilizados como padrdo 5-fluorocitosina (5-FC) 1ug/mL;
nistatina (NY) 100 U.I; fluconazol (FLU) 25ug/mL; cetoconazol (KET) 50ug/mL -
obtidos no Centro de Controle e Produtos para Diagndstico — CECON/SP.

4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Preparo dos in6culos de fungos leveduriformes

A partir das cepas selecionadas e de repiques recentes, o inoculo foi
preparado em solucdo fisiolégica a 1% e esterilizada, contendo 1% de Tween
80 (CHIN LU, 1991; CASALS, 1979; ODDS, 1980; CLEELAND & SQUIRES, 1991).

A metodologia para a obtencdo dos indéculos foi descrita por Sartori,
(2003). Os in6culos foram preparados a partir das cepas de: Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida krusei, Cryptococcus neoformans. Os fungos
leveduriformes foram semeados em tubos com agar sabouraud dextrosado
(Merck) inclinados, pelo menos duas vezes para assegurar pureza e viabilidade

das culturas jovens e incubados a 37°C por 24 a 48 horas. Apds incubacgéo,
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transferiu-se entre 4 a 5 colénias de levedura com al¢ca esterilizada para um
tubo de ensaio 16x150mm, contendo salina a 0,9%.

A suspensao foi ajustada por comparagdo a um tubo padréo preparado
por espectrofotometria em comprimento de onda de 530mm para obtencéo de
95% de transmitancia. Como branco, foi utilizado agua destilada estéril,
ajustando-se a transmitancia para 100%. A concentracao final obtida foi de
aproximadamente 10° a 10° células por mililitro. A confirmacdo da
concentracdo final foi feita através de contagem dos microrganismos em
camara de Neubauer. Os indculos foram armazenados sob refrigeracdo de
acordo com a espécie de fungo (CASALS, 1979; FROMTLING et al., 1983;
DRUTZ, 1987; ODDS, 1989; HADACEK e GREGER, 2000; NCCLS, 2002)

4.2.2. Preparo dos in6culos de fungos filamentosos

A metodologia para a obtencdo dos indculos foi descrita por Sartori,
(2003). Os in6culos filamentosos foram preparados com Aspergillus fumigatus,
A. flavus, Mycrosporum canis, M. gypseum, Trichophyton rubrum, T.
mentagrophytes, Cladosporum herbarium.

Os fungos filamentosos foram semeados em tubo de agar Saboraud
dextrose, incubando-se a temperatura ambiente de 12-14 dias. A contagem dos
conidios foi realizada em camara de Newbauer. A seguir, foram feitas as
diluicBes necessarias para se alcancar a concentracdo desejada entre 10° e 10°
células/mL (CASALS, 1979; FROMTLING et al., 1983; DRUTZ, 1987; ODDS,
1989; HADACEK e GREGER, 2000; NCCLS, 2002). Apo6s obtencdo e
padronizacdo dos inoculos, estes foram armazenados sob refrigeracdo de

acordo com a espécie e requerimento de cada fungo filamentoso.
4.2.3. Avaliacéo da atividade antifungica

Os ensaios para avaliagdo de atividade antifungica foram realizados pela
técnica de difusdo em meio soélido, Agar Sabouraud dextrose, tanto para a
triagem quanto para a determinagdo da concentracao inibitéria minima — CIM.

Esses ensaios foram realizados conforme protocolo de Bauer, Kirby e Turck
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(1966); Holt (1975); Cleeland e Squires (1991); Hadacek e Greger (2000) e
NCCLS (2000). O meio de cultura foi prepadado conforme instrugcdes dos
produtores, distribuidos em bal6es de vidro de 250mL e autoclavados a 121°C
por 15 minutos (BAWER et al., 1996; CLEELAND e SQUIRES, 1991; HADECK e
GREGER, 2000; NCCLS, 2000).

4.2.4. Triagem microbiolégica

Para avaliacdo da atividade antifungica, realizou-se uma triagem dos
Oleos essenciais e fitoconstituintes, pela técnica de difusdo em meio sdélido
com discos estéreis (Dispo-Petrif0x15mm) (QUIROGA et al., 2001).

Foi depositado 1mL da suspenséo de cada cepa em solucdao fisiologica a
0,85%. Em seguida, foi adicionado 21mL do meio sélido fundido a 45-50 °C.
Apés solidificacdo, foram depositados os discos de papel de filtro embebidos
com 20puL do 6leo essencial e/ou seus fitoconstituintes (HADACECK, GREGER,
2000). Os ensaios foram incubados a temperatura ambiente de 37 °C por 24-48
horas para as leveduras; a temperatura ambiente (25-30°C) durante 7-14 dias
para os fungos filamentosos. Foram feitos controles para os microrganismos e
com antifungicos padrdes.

Cada ensaio foi realizado em duplicata e o resultado expresso pela média
dos halos de inibicdo de crescimento em volta dos discos de papel. Foi
considerado ativo o produto que inibiu o crescimento dos microrganismos,
produzindo halos de inibicdo igual ou superior a 10mm de diametro (WONG-
LEUNG, 1988; NAQVI et al., 1991; SAKAR; TAMER; TOKUR, 1988; ALVES et al.,
2000). O National Commitee for Clinical laboratory Standards (NCCLS) adota o

disco de difusdao como metodologia de referéncia, utilizada até os dias atuais.
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ImL 21mL
Suspensdo Meio
Fungica
20uL OE
ou FT

24 a 48 horas para fungos
leveduriformes

< |

7 a 14 dias para fungos

filamentosos
Halos acima de

10 mm

Figura 29 — Esquema da triagem inicial dos 6leos essenciais e
fitoconstituintes. OE: 6leos essenciais testados. FT:
Fitoconstituintes.

4.2.5. Ensaios de atividades com antifingicos sintéticos padrbes
(Antifungigrama)

Segundo Jianhua & Hai (2008) a incidéncia de infec¢cBes flungicas
profundas tém aumentado, mas a variedade de medicamentos antifungicos,
utilizados na clinica, é limitada.

Todos os antifungicos padrées, em discos, foram adquiridos na
CECON/SP Ltda. Os mesmos, foram utilizados para realizacdo do
antifungigrama, servindo como controle da atividade antifungica para
compostos sintéticos e naturais.

Os discos contendo antifungicos padroes foram colocados
manualmente sobre a superficie do meio, com auxilio de um par de pincas
estéreis. Os discos foram colocados, aproximadamente, 20 mm um do outro e
a 15 mm da parede da placa para evitar que as zonas de inibicdo de
crescimento se sobreponham ou se estendam até a margem do Agar. Cada

disco deve ser pressionado suavemente sobre a superficie do agar com a
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ponta da pinca para assegurar um contato firme com o meio. E importante
ressaltar que os discos ndo devem ser removidos ap0s sua colocacao
(KONEMAN et al., 1993). ApGs preparacdo adequada, as placas para a prova de
sensibilidades devem ser colocadas invertidas, em uma estufa, de modo que a
umidade ou condensacdo que se acumula na tampa n&o caia sobre a
superficie do agar. Ainda segundo Koneman (1993), realiza-se a medi¢cdo do
diametro da zona de inibicdo do crescimento ao redor de cada disco, com
auxilio de uma régua ou gabarito especialmente preparado, considerando-se

aproximacao em milimetros.

Tabela 1- Antifungicos sintéticos de referéncia , em discos da CECON/SP

Antifungico simbolo Conc./ Halos de Interpretacéao
Discos Inibicao

5-Fluorocitocina 5- FC1 lug >20 Sensivel
20-10 Intermediério
<10 Resistente

Nistatina NY 100 U.L. >10 Sensivel
<10 Resistente

Fluconazol FLU 25ug >19 Sensivel
19-14 Intermediério
<14 Resistente

Cetoconazol KET 50ug >20 Sensivel
20-10 Intermediério
<10 Resistente

Para o Aspergillus fumigatus

5-Fluorocitocina 5-FCl1 lug >10 Sensivel
-- Intermediario ou

<10 Resistente
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4.2.6. Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em meio

solido

Diferentes concentracdes de antifungico séo incorporados ao agar. Este
método, segundo McGINNIS (1980); SHADOMY et al. (1985), foi empregado
para avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos contra espécies de
microrganismos selecionadas.

Em placas esterilizadas, foi depositado 1 mL da suspensao padronizada
do microrganismo e, adicionados 21mL do meio sélido fundido a 45-50 °C.
Apos solidificacdo, foram feitas cavidades de 6x8 mm de didmetro, onde foram
depositados 50 pL de cada composto solubilizado, solu¢cdes estas ajustadas
para os Oleos essenciais possuirem no final concentracfes de 320, 160, 80, 40,
20, 10, 5uL/mL. Cada amostra a ser testada foi preparada em tubos de ensaios
(120x12mm de diametro) estéreis. Foram adicionadas 1,6mL do 6leo essencial;
0,04mL do TWEEN 80 (SIGMA CHEMICAL) e g.s.p. 5 mL de &gua destilada
estéril, sendo submetida a agitacdo no vortex por 5 minutos. Efetuaram-se
diluicdes seriadas por adicdo de 2,5mL de cada concentracédo a ser diluida, em
tubos estéreis, contendo 2,5mL de agua destilada estéril, seguida de agitacao
por cinco minutos (ALLEGRINI, 1973). Foram feitos controles para o0s
microrganismos e com antifungicos padrdes. Os ensaios foram incubados a
temperatura de 37 °C por 24-48 horas para as leveduras; a temperatura
ambiente (25-30°C) durante 7-14 dias para as espécies filamentosas. Os testes
serdo realizados em duplicatas para se obter no final, a média aritmética da
CIM.

Foi considerada como CIM a menor concentragcdo capaz de inibir o
desenvolvimento dos microrganismos, com halos de inibi¢c&o igual ou superior
gue 10mm de diametro (WONG-LEUNG, 1988; NAQVI et al., 1991; LIMA, I. O. et
al., 2005). Valores de CIMsy, ou seja, concentracdo inibitoria para 50% das
cepas e CIMgy, Ou seja, concentracdo inibitoria para 90% das cepas foram
determinadas (SANTOS, et al., 1999)
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ImL 21mL
Suspensao Meio
Flngica

Dilui¢des seriadas do 6leo essencial
para serem inseridas no meio

50uL OE
24 a 48 horas para fungos
leveduriformes
7 a 14 dias para fungos
filamentosos
Halos acima de Cavidades de
10 mm 6Xx8mm no meio

Figura 30 — Esquema da determinacdo da Concentracéao Inibitoria

Minima (CIM) em meio solido. OE= Oleo Essencial

4.2.7. Determinacao da CIM pela macrodiluicdo em caldo Sabouraud

E utilizado como medida quantitativa da atividade in vitro de um agente
antimicrobiano. Fornece CIM exata a partir do ensaio com 7-8 diluicdes (Full
range-limite completo) de diferentes antimicrobianos (PIDDOCK, 1990).

O ensaio para determinacdo da CIM consistiu em preparar sucessivas
diluicbes do produto testado, em meio de cultura liquido. As diluicdes

aconteceram em tubos de ensaio (100x70mm) esterilizados, onde foi preparado
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uma emulsao com a concentragao inicial do produto (320uL/ mL) para os 6leos
essenciais mais promissores testados no tubo de n° 1. A partir desta
concentragao, foram feitas diluicfes seriadas a razdo de 2, de 320 pL/ mL até
0,5 p/ mL, dependendo do produto testado. Em seguida, foram adicionados o
inéculo da suspensdo de cada fungo estudado. Os ultimos dois tubos
contendo o meio liquido foram utilizados para os controles, um para controle
do crescimento de cada microrganismo e outro somente com um antifingico
padrdo (NCCLS, 2005).

=
(@]
(ONG®)
320 160 80 40 20 e
Controle do antifungico
pL/mL HL/mL HL/mL pl/mL pL/mL no meio
Figura 31 - Esquema da determinacdo da CIM, através da

macrodiluicdo em caldo. Observar os tubos finais: controle do
microrganismo e antifungico padrao, respectivamente.

Os ensaios foram incubados a 35°C por 24-72h para leveduras e a
temperatura ambiente (28-30 °C) por 10-14 dias para os fungos filamentosos.

Ap6s o tempo adequado de incubacédo, verificou-se os tubos que
continham os meios claros e 0s meios turvos. A turvacdo indica que o
crescimento do fungo néo foi inibido pela concentracdo dos 6leos essenciais
testados. Foi verificada e definida como a CIM e também a Concentracao
Fungicida Minima (CFM), a menor concentracdo do antifungico em pL/mL, que
inibe o crescimento in vitro dos microrganismos (KONEMAN, EW; ALEN, SD;
DOWEL Jr. VR; SOMERS, HM; 1993).

Para classificar a atividade antimicrobiana dos extratos e fracdes de
plantas, utilizou-se 0s seguintes parametros: os extratos e/ou extratos que

apresentam CIM menor que 100ug/mL foram considerados com boa atividade
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antimicrobiana, os que apresentaram CIM entre 100 e 500upg/mL, foram
considerados moderadamente ativos, quando apresentaram atividade entre
100 e 1000ung/mL, foram considerados fracos e quando a CIM foi maior que
1000ug/mL, entdo o produto foi considerado inativo (HOLETZ et al., 2002)

O emprego do critério descrito se justifica devido ao fato da grande
maioria dos antimicrobianos de wuso clinico serem ativos contra
microrganismos sensiveis em concentracdo de até 10upug/mL. Segundo
Mitscher et al. (1972), caso um composto puro ndo apresente atividade até a
concentragdo de 100ug/mL, é pouco provavel que esse seja um candidato a
uso clinico, a menos que seja ativo contra um microrganismo resistente ou

ainda seja comparativamente atoxico.

4.2.8. Determinacédo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A concentracdo fungicida minima foi definida como a menor
concentracdo de droga a partir da qual os subcultivos apresentaram
resultados negativos ou produziram menos de 3 coldnias por placa, utilizando-
se metodologia descrita por Shadomy e Espinel-Ingroff (1974). Para esclarecer
a CFM, utiliza-se a placa de Petri com agar Sabouraud, dividida entre 2-12

partes iguais ou menos (figura 33), marcando cada parte com CIM a investigar.

Figura 32- Placa de Petri para determinacéo da CFM. (Fonte:
www.seton.com.br/aanew/produtos/imgg/X537.jpg)

Semear a ultima diluicdo que apresentou crescimento, mais todas aquelas
em que nao houve. Incubar a 30°C por 24-48h ou até que se observe

crescimento em area correspondente ao controle (sem 6leo essencial). Para


http://www.seton.com.br/aanew/
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fungos filamentosos, o tempo de incubacédo é de 72 h para observacdo do
crescimento. Foram usados para controle positivo, os antifiungicos sintéticos:

cetoconazol e nistatina.

4.2.9. Cinética de morte microbiana

Foram determinadas as curvas fungicidas dos 6&leos essenciais e
fitoconstituintes sobre as amostras de fungos, estabelecendo-se variadas
concentracbes correlacionadas a CIM, em diferentes tempos de incubacéo,
segundo método proposto por PEYRET et. al. (1990). O estudo do efeito dos
produtos naturais sobre o numero de células fangicas viaveis, foi avaliado
através da curva de morte microbiana. Utilizou-se como mecanismo de
realizacdo deste experimento o método de contagem de células viaveis
(ARORA; KAUR, 1999).

Em 5 mL de caldo Sabouraud duplamente concentrado, foi feita a
inoculacdo de uma pequena massa de cultura fungica usada como cepa teste.
Inicialmente foram utilizadas placas de Petri (60x15mm), da marca Dispo Petri/
Interlab, com 18mL de meio ASD acrescido de cada Oleo essencial nas
concetragcbes iguais ou menores que a CIM. Em seguida, retirou-se um
fragmento de aproximadamente 2mm das cepas fungicas filamentosas, de
culturas mantidas a 28-30°C por 7-14 dias, colocou-o no centro da placa
contendo o ASD mais 6leo essencial na concentracdo determinada. Para
fungos leveduriformes, mantidos a 28°C/48h pés-adicionamento de produtos
naturais, 0,1 mL da suspensao, foi inoculado em agar Sabouraud, sendo este
sistema incubado a 28°C. Apds este periodo, foi feita a contagem do nimero
de col6nias viaveis em diferentes intervalos de tempo (0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e
14h) e comparada com o valor encontrado na suspensdo controle
(DELACRETAZ, 1974; TODA et al., 1988; COLOMBO et al., 1995).

O antifungico cetoconazol 50ug/mL foi o controle, no teste com fungos
fillamentosos e para a verificacdo da viabilidade das cepas foi feita a
observacao do crescimento micelial ou ndo, em agar Sabouraud sem adicao
do 6leo essencial. Ap6s a montagem do sistema, a observacao do crescimento

micelial radial ou ndo em ASD, foi avaliada em diferentes intervalos de tempo
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0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 dias), sendo este crescimento micelial radial da coldnia
fungica medido e o resultado expresso em milimetros (THYAGARA &
HOSONO, 1996; DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU, 2003).

Cada experimento foi realizado em duplicata e o resultado, média das
duas repeticdes (experimento controle e experimento com 0Oleos essenciais),
foi expresso em percentual de inibicdo em relacdo a populacdo obtida no
experimento controle. O efeito de morte foi estudado para a menor
concentracdo do Oleo essencial que apresentou destacavel atividade na

determinacéo da CIM.

Figura 33 - Procedimento de contagem direta de cepas
leveduriformes, no ensaio sobre a cinética fungica. (Fonte:
adaptado de MADGAN et al., Brock Biology of
Microorganisms, 2003).

Para fungos filamentosos, mediu-se o crescimento radial, como mostrado

na figura a seguir.

Meio + OE

—>

2mm indculo

Figura 34 - Esquema ilustrando o procedimento de contagem do
diametro radial de fungos filamentosos. OE: Oleo Essencial
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4.2.10. Efeito do 06leo essencial sobre a micromorfologia das cepas

fangicas filamentosas

Este ensaio permitiu a observacado de possiveis alteracdes morfoldgicas,
apresentadas pelos fungos filamentosos quando expostos a 6leos essenciais.
Os ensaios para fungos leveduriformes, mostraram-se pouco operacionais.
Inicialmente em placas de Petri (90x15mm), da marca Dispo Petri/ Interlab,
estéreis foram adicionados 8mL de ASD acrescidos do 6leo essencial nas
concentracdes de CIMgy € CIMso. Em seguida, um in6culo de aproximadamente
2 mm foi adicionado em cima do sistema montado (ASD mais 6leo). Por fim,
fragmentos miceliais foram tomados da periferia das colonias dos fungos
cultivados em ASD adicionado de diferentes concentracées dos o0leos
essenciais apos cinco dias de incubacédo a 28-30°C.  Paralelamente, 0 mesmo
processo foi feito para as cepas fonicas cultivadas em ASD sem adicdo do
Oleo essencial, as quais serviram como procedimento controle. As amostras
miceliais coletadas foram fixadas em azul lactofenol algodédo, e em seguida
examinadas sob microscopia luminosa utilizando aumento de 400 vezes (figura
36), a fim de observacdo das caracteristicas micromorfologicas das cepas
fonicas tratadas ou nédo (DE BILLERBECK et al., 2001; SHARMA e TRIPATHI,
2006).

AT: 400 x

>

Fixacdo com azul de
lactofenol algodao

Figura 35 — Esquema sobre ensaio da micromorfogénese dos fungos. Lamina
analisada em microscopio optico, num aumento total (AT): 400x
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As malformacbes da hifas frente aos 6leos essenciais testados foram
observadas em um microscopio Optico acoplado a uma camera fotografica

apoés a determinacgao da CIM.

4.2.11. Avaliacdo do possivel mecanismo de acdo antifungica, através do

protetor osmotico, sorbitol.

A parede celular é dispensavel se os fungos estdo protegidos por barreira
osmoética, em condicdes especificas (FROST et al.,, 1995). Protoplastos
estabilizados tém sido usados como importantes ferramentas bioquimicas
para estudar a arquitetura da parede celular (SENTANDREU et al., 1983). Além
disso, protetores osmaoticos tém sido utilizados em ensaios com C. albicans e
outros fungos para testar mecanismo de acdo de diversos antibidticos
(YAMAGUCHI et al., 1982; VARONA et al., 1983).

Valores de CIM foram determinadas pela macrodiluicdo em caldo, através
de ensaios anteriores. Utilizou-se uma cepa padrdo de fungo leveduriforme
Candida albicans ATCC 7645 e uma cepa padrdo de fungo filamentoso
Aspergillus flavus LM02, como exemplares dos dois grupos de fungos. O teste
realizado foi adaptado dos ensaios de Frost (1995), utilizando meio com
sorbitol e meio sem sorbitol (controle). Foi adicionado ao caldo Sabouraud
duplamente concentrado, associado ao sorbitol 0,8M (como protetor osmético
no meio), o 6leo essencial (Qquantidade baseada na CIM, anteriormente obtida)
e Tween (ajustado de acordo com o volume o 6leo essencial a ser testado). Foi
também adicionado ao meio, 10 uL do microrganismo a ser testado. Os tubos
foram lidos de 2-7 dias, para leveduras e 2-14 dias para fungos filamentosos.
Com o protetor osmoético, observa-se um aumento da CIM, caso o antifungico

testado, atue inibindo a sintese de parede celular.

4.2.12. Inibidores da Bomba de Efluxo

A clorpromazina (CPZ) e outras fenotiazinas tém sido descritas como

inibidoras de sistemas de efluxo, tanto em células procariontes como
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eucarioticas (KAATZ, ET al., 2003; MICHALAK, ET al., 2001; KOLACZKOWSKI,
ET al., 2003).

As CIMs dos dleos essenciais, foram determinados através da técnica de
diluicdo em caldo. As concentragdes variavam de 320uL/ mL até 0.007uL/ mL. A
CIM foi considerada a menor concentracdo que inibiu completamente o
crescimento fungico. Para avaliar os 6leos essenciais como modificadores da
resisténcia antifungica, as CIMs dos produtos testados foram determinados na
presenca destes compostos, numa concentracdo sub-inibitéria (1/4 da CIM),
gue seguramente ndo interfere na sobrevivéncia fungica. Para melhor
visualizac@o do crescimento fungico, apds 7-14 dias. E importante realizar os
testes com uma concentracdo baixa para evitar possiveis resultados falso-
positivos (STAVRI, ET al., 2006)

4.2.13. Tratamento estatistico

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste de Tukey
(testa toda e qualquer diferenca entre duas meédias de tratamento) para
determinacdo de diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) entre os
tratamentos aplicados. Para a realizacdo destas analises utilizou-se o Software
Sigma Stat 2.03.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Triagem microbiolégica

Inicialmente, foi realizada uma triagem dos Oleos essenciais e seus
fitoconstituintes majoritarios. A triagem da atividade antifungica de um oleo
essencial é, geralmente, utilizado como teste preliminar do seu potencial
antimicrobiano, e de acordo com os resultados obtidos, pode-se elaborar uma
sequUéncia de analises mais detalhadas com vistas a obtencdo de maiores
informacdes sobre propriedades biolégicas do produto (LIMA, 2001).

Estas plantas foram escolhidas para pesquisa devido a disponibilidade e
relatos na literatura de suas consideraveis atividades antifUngicas. Assim,
foram avaliados dez 6leos essenciais e trés fitoconstituintes, com o objetivo
de selecionar quem apresentava melhor perfil de atividade antifungica. As
plantas utilizadas na triagem foram: Cinnamomum zeylanicum Blume, Citrus
limonum L, Caryophyllus aromaticus L., Cymbopogon citratus D.C.Stapf.,
Eugenia uniflora L., , Melissa oficinallis L., Laurus nobilis L., Origanum
manjerona L., Origanum vulgare L., além de seus fitoconstituintes majoritarios:
o-pineno, citral e eugenol contra fungos leveduriformes e filamentosos: C.
albicans (ATCC 7645) e A. flavus (LM-02).

Percebeu-se nesta triagem, a intensa atividade antifingica para ambos os
grupos de fungos, no entanto, como se observa na figura 37, o 6leo essencial
de pitanga (Eugenia uniflora L.) foi pouco efetivo contra os microrganismos,
seguido do Oleo essencial de liméo (Citrus limonum L.), cravo (Caryophyllus
aromaticus L.) e por ultimo, do 6leo essencial de erva-cidreira (Melissa
officinalis L.), conforme mostram os halos de inibicdo (milimetros) do
crescimento fungico, apresentados na tabela 02.

Foi considerada como boa atividade antifUngica, quando os produtos
testados produziram halos de inibicdo iguais ou superiores a 10 mm de
diametro (WONG-LEUNG, 1988; NAQVI, et al., 1991; LIMA, 2005).
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Candida albicans (ATCC 7645)

PITANGA

6

CANELA

1

CRAVO
LIMAO

Aspergillus flavus (LM-02)

CANELA PITANGA

1 6

LIMAO
CRAVO

OREGANO MANGERONA OREGANO MANGERONA

3 4 3 4

Figura 36- Fotos da triagem inicial para avaliar a atividade
antifingica dos 6leos essenciais e fitoconstituintes frente a cepas de
fungos leveduriformes e filamentosos.

Foi realizada uma triagem preliminar dos 6leos de C. zeylanicum, C.
limonum, C. aromaticus, C. citratus, E. uniflora, E. globulus, M. officinalis, L.
nobilis, O. majorona, O. vulgare e dos fitoconstituintes: citral, a-pineno e
eugenol, sendo este ultimo, segundo Sellan (2002), Amaral & Bara (2005) e
Gayoso (2005) o fitoconstituinte majoritario em ambos os Oleos de C.
zeylanicum e C. aromaticus. Este ensaio, mostrou-se de extrema importancia
para a escolha dos Oleos essenciais e fitoconstituintes com atividade
antifGngica mais promissora. Através dos resultados obtidos na tabela 02
foram excluidos dos préximos ensaios, 0os 60leos Eugenia uniflora e Citrus

limonum, devido ao baixo desempenho de suas atividades antifungicas. Assim



89
SOUZA, N.A.B.
POSSIVEIS MECANISMOS DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS ESSENCIAIS CONTRA FUNGOS PATOGENICOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS/UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

como, devido ao pouco material disponivel no laboratério, também foram

eliminados os 6leos de Eucalyptus globulus e Melissa officinalis.

TABELA 02 — Triagem inicial dos 6leos essenciais e fitoconstituintes contra

cepas de C. albicans e A. flavus

Halos de inibi¢cdo (mm)

Oleos Essenciais e fitoconstituintes Candida albicans Aspergillus flavus
(ATCC 7645) (LM-02)
Cinamonum zeylanicum Blume 27 25
Citrus limonum 9 8
Caryophyllus aromaticus L. 25 10
Cymbopogon citratus D.C. 25 18
Eugenia uniflora L. 0 0
Melissa officinalis L. 25 5
Laurus nobilis L. 25 26
Origanum majorona L. 25 28
Origanum vulgare L. 30 26
Citral 25 28
o-pineno 25 26
Eugenol 25 26

mm=milimetros de diametro

5.2. Ensaios de atividades com antifungicos sintéticos padrbes
(Antifungigrama)

Véarios antifungicos sintéticos tém sido usados isolados ou em conjunto,
no tratamento das véarias doencas causadas por fungos. Alguns tipos de
fungos, antes sob controle, adaptaram-se e comegcaram a apresentar
resisténcia as drogas antifungicas e isso se deve em parte ao uso
indiscriminado de medicamentos, ao longo de décadas. Um dos testes feitos
para detectar essa resisténcia, foi o antifungigrama que tem respaldo do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), importante 6rgéao
internacional que padroniza e controla a realizagdo de testes de sensibilidade.

Apenas um Unico polieno € usado atualmente para infec¢cdes sistémicas,
anfotericina B. Suas vantagens priméarias incluem seus efeitos fungicidas
contra a maioria dos patdgenos clinicamente relevantes. Suas desvantagens
incluem seus efeitos nefrotoxicos, por isso geralmente € utilizada na sua forma

lipossomal (DIDOMENICO, 1999). O medicamento mais proximo da
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Anfotericina B (AB), é a nistatina que se liga ao ergosterol e desestabiliza as
membranas fungicas, Sua toxicidade também tem limitado seu uso em
infecgdes topicas (JOHNSON et al.,, 1998; OAKLEY et al.,, 1999). Exite uma
grande variedade de azoles que séo eficazes in vitro, contra fungos, mas
poucos tém mostrado utilidade clinica significante. Embora os azoles
demostrem um amplo espectro de atividade, com menor toxicidade que a
anfotericina B, eles geralmente ndo séo fungicidas (PFALLER, 1998). Quanto a
5-fluorocitosina, sabe-se que é um antifUngico de acéo fungistatica, usado na
terapia em associagcdo com outros, pois quando usado como monoterapia,
revela alto grau de resisténcia (PEREA, 2002).

Com base nos dados, o antifungigrama (tabela 03), fez-se necessario para
a escolha de quais antifungicos sintéticos serviriam como padrdo de
referéncia para os testes com os produtos naturais. Segundo a tabela 02, os
antifungicos 5-fluorocitosina e fluconazol foram excluidos dos testes
posteriores, devido ao alto grau de resisténcia apresentado pelas cepas
fungicas. A nistatina e o cetoconazol foram os agentes antifungicos que
mostraram melhor efeito fumigante, sendo o cetoconazol capaz de inibir cerca

de 95% das cepas fungicas testadas (tabela 03).
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TABELA 03 — Antifungigrama, mostrando sensibilidade de fungos patogénicos

aos antifungicos padrées (CECON/SP).

Discos de Antifungicos Sintéticos

Espécies 5 § B
Fangicas g _ g 3 *;3 ) % )
z2 oe b2 )
C. albicans ATCC 90028 S I R R
C. albicans LM-142 S S S R
C. albicans ATCC 7645 S S R S
C. tropicalis LM-14 S S | |
C. krusei ATCC 6252 | S R R
C. krusei ATCC 6258 | S R R
C. krusei LM-09 S S | R
C. krusei LM-08 S S R R
C. neoformans LM-10 S S R R
C. neoformans FGF-5 S S R R
T. rubrum 64T S S R R
T. rubrum ATCC 28184 S S R R
T. rubrum LM-78T S S R R
T. rubrum LM-800 S S R S
T. mentagrophytes LM-640 S S R R
M. gypseum ATCC 184 R I R R
M. canis LM-36 S S R R
C. herbarium ATCC 26362 S S R R
A. flavus LM-02 S I R R
A. fumigates IPP-21 S I R R
A. fumigates ATCC 40640 S R R R

R:RESISTENTE; I:INTERMEDIARIO; S:SENSIVEL



92
SOUZA, N.A.B.
POSSIVEIS MECANISMOS DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS ESSENCIAIS CONTRA FUNGOS PATOGENICOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS/UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

5.3. Concentracgéo Inibitoria Minima (CIM) em meio sélido

Os resultados para a avaliacdo da CIM, pelo método de difusdo em meio
solido, estdo distribuidos nas tabelas de 4 a 12. Nestas tabelas, foram
verificadas as CIMs do oOleo essencial de C. zeylanicum contra 21 cepas de
fungos leveduriformes e filamentosos. Os resultados, do ensaio sobre
atividade antifungica de C. zeylanicum, mostraram que a CIMg €é igual
80uL/mL, com halos de inibicdo variando de entre 7 a 25mm de diametro. Os
resultados também demonstraram que ndo houve atividade antifiungica
satisfatdria contra a A. fumigatus ATCC 40640. A cepa foi resistente a todas as
concentracdes testadas deste 6leo essencial.

Os antifungicos padrdes, utilizados como controle, sdo: nistatina(100Ul) e
cetoconazol (50 pL/mL). O cetoconazol foi a droga mais promissora frente as
cepas testadas. A maoiria destas espécies de Aspergillus sdo comumente
encontradas em micoses oportunistas, apos as Candidas (WALD et al., 1997).
As diferentes cepas de fungos filamentosos, mesmo da mesma espécie, tém
variavel susceptibilidade aos medicamentos antifungicos (ESPINEL-INGROFF,
2001). Certas cepas podem desenvolver resisténcia a estes medicamentos
(MELETIADIS et al., 2002).

Na concentracdo de 40uL/mL, o 6leo essencial de C. zeylanicum, inibiu
80% dos microrganismos usados nos ensaios, cujos halos de inibicao ficaram

entre 12 a 20mm de diametro.
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Tabela 4 - Média dos resultados (n=2) da CIM, do 6leo essencial de C.

zeylanicum sobre cepas de fungos levedurifirmes e filamentosos.

Espécies

320

160

Oleo essencial (uL/mL)

80

Halos de inibicdo (mm)

40

20

10

5

Nistatina 100Ul

Cetoconazol

(50pg/mL)

Controle

C. albicans
ATCC 90028

C. albicans
LM-142

C. albicans
ATCC 7645
C. tropicalis
LM-14

C. krusei
6252

C. krusei
6258

C. krusei
LM-09

C. krusei
LM-08

C. neoform.
LM-10

C. neoform.
FGF-5

T. rubrum
64T

T. rubrum
ATCC 28184

T. rubrum
LM-78T

T. rubrum
LM-800

T. mentagrophytes
LM-640

M. gypseum
ATCC 184

M. canis
LM-36

C. herbarium
ATCC 26362
A. flavus
LM-02

A. fumigatus
IPP-21

A. fumigatus
ATCC 40640

27
20

23

28

21

20

20

25

27

26

21

17

23

35

17

26

24

25

23

36

0

22
18

21

24

19

18

10

20

24

22

18

15

20

30

15

24

20

20

20

30

0

13
15

16
17
17
15

18

20
17
15
14
15

20

12
22

18

7
19

25

12
14

15

14

14

16

14

15

13

12

12

18

12

16

18

20

0

10
13

12

13

10

12

10

10

0

0
11

0

0

+: Crescimento das cepas fungicas no meio de cultura isento de produto antif(ingico.
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Os resultados dos estudos de atividade antifungica de C. citratus,
encontrados na tabela 5, mostrou a CIM deste 6leo essencial capaz de inibir o
crescimento de 80% dos fungos na concentracao de 320uL/mL, com halos de
inibicdo variando de entre 9 a 36mm de diametro. Os resultados também
demonstraram que nao foi observada atividade antifungica satisfatéria contra
a A. fumigatus ATCC 40640. A cepa foi resistente a todas as concentragdes
testadas deste 6leo essencial.

Segundo Holetz e colaboradores (2002), quando os produtos naturais
testados apresentam CIM entre 100 e 1000 pL/mL s&o considerados
moderadamente ativos. Os resultados mostraram entdo, moderada atividade
antifingica do 6leo essencial de C. citratus.

Trabalhos anteriores relatam atividade antimicrobiana de C. citratus D. C.
contra Aspergillus niger (PAWAR & THAKER, 2006). Linalol foi responsavel
pela atividade antifingica encontrada anteriormente (D'AURIA et al., 2005).
Além do mais, as zonas de inibicdo dos esporos entre 20 e 30 mm foram
exibidos pelos 6leos essenciais de cravo, louro, manjericdo e capim-santo
(PAWAR & THAKER, 2006).

Dentre os antifungicos padrdes utilizados como controle: nistatina(100Ul)
e cetoconazol (50 uL/mL), o cetoconazol foi a droga mais promissora frente as

cepas testadas, exceto em relacdo aos Aspergillus.
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Tabela 5 — Média dos resultados (n=2) da CIM, do o6leo essencial de C.citratus

sobre cepas de fungos levedurifirmes e filamentosos.

Espécies
Fungicas

320

160

Oleo essencial (uL/mL)

80

Halos de inibigcdo (mm)

40

20

10

5

Nistatina 100Ul

Cetoconazol

(50pg/mL)

Controle

C. albicans
ATCC 90028

C. albicans
LM-142

C. albicans
ATCC 7645
C. tropicalis
LM-14

C. krusei
6252

C. krusei
6258

C. krusei
LM-09

C. krusei
LM-08

C. neoform.
LM-10

C. neoform.
FGF-5

T. rubrum
64T

T. rubrum
ATCC 28184
T. rubrum
LM-78T

T. rubrum
LM-800

T. mentagrophytes

LM-640

M. gypseum
ATCC 184
M. canis
LM-36

C. herbarium
ATCC 26362
A. flavus
LM-02

A. fumigatus
IPP-21

A. fumigatus
ATCC 40640

30
22

24

20

14

28

25

14

19

26

28

28

25

15

36

30

25
17

18

13

12

20

21

16

24

25

25

20

26

26

14
14

14

10

10

16

17

13

22

19

20

18

20

22

0
10

12

10

13

10

14

16

17

10

16

18

0
0

12

14

10

14

14

10

10

7

13
25

30

+: Crescimento das cepas flngicas no meio de cultura isento de produto antifingico
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A atividade antimicrobiana, encontrada no oleo essencial de L. nobilis &
resultado dos compostos possuidores da estrutura isoprénica (CioHie), 0S
chamados terpendides. Chaurasia e colaboradores (1977), mostraram que
O0leos essenciais cuja presenca de terpendides era majoritaria, foram
inibidores de 60% dos fungos, enquanto que apenas, 30% inibiram bactérias.

Como podemos observar na tabela 6, os resultados sobre o 6leo
essencial de L. nobilis frente aos microrganismos testados, mostraram que na
CIM de 320uL/mL, o Gleo essencial foi capaz de inibir o crescimento de 57%
dos fungos, com halos de inibicdo variando de entre 9 a 22 mm de diametro.

Esses resultados também demonstram que nas concentracfes testadas
ndo foram observadas atividades antifungicas satisfatérias contra o A.
fumigatus IPP-21, ATCC 40640 e A. flavus LM-02, representantes estes, dos
fungos filamentosos. Estas cepas se mostraram resistentes a todas as
concentragdes testadas deste 6leo essencial. Dentre as cepas leveduriformes,
algumas espécies de Candida krusei, como C. krusei ATCC 6258 e LM-09
mostraram resisténcia a maior concentracdo do Oleo de L. nobilis, assim
como, alguns os dermatoéfitos T. rubrum LM-78T e LM-800, e fungos
filamentosos, como A. flavus LM-02, A. fumigatus ATCC 40640 e IPP-21
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Tabela 6 — Média dos resultados (n=2) da CIM, do Oleo essencial de L. nobilis
sobre cepas de fungos levedurifirmes e filamentosos.

. ____________________________________________________________________________________|
Oleo essencial (uL/mL)

)
L AT 2 S
Especies 320 160 80 40 20 10 5 o RO
Fungicas k= SE o
e ey e~ -
Halos de inibicdo (mm) = 38 §
|

C. albicans
ATCC 90028 12 8 0 0 0 0 0 20 13 +
C. albicans 9 7 0 0 0 0 0 25 25
LM-142 +
C. albicans 15 12 10 7 0 0 0 26 30
ATCC 7645 +
C. tropicalis 14 12 10 0 0 0 0 24 30
LM-14 +
C. krusei 10 7 0 0 0 0 0 13 20
ATCC 6252 +
C. krusei 0 0 0 0 0 0 0 20 24
ATCC 6258 *
C. krusei 0 0 0 0 0 0 0 20 30
LM-09 +
C. krusei 9 0 0 0 0 0 0 24 35 +
LM-08
C. neoform. 18 14 12 10 0 0 0 25 26
LM-10 +
C. neoform. 14 12 10 7 0 0 0 27 30
FGF-5 +
T. rubrum 10 8 0 0 0 0 0 22 28
64T +
T. rubrum 14 8 0 0 0 0 0 12 23
ATCC 28184 +
T. rubrum 0 0 0 0 0 0 0 24 27
LM-78T +
T. rubrum 0 0 0 0 0 0 0 26 28 +
LM-800
T. mentagrophytes 22 17 14 10 7 0 0 11 23
LM-640 +
M. gypseum 12 10 7 0 0 0 0 8 18
ATCC 184 +
M. canis 18 14 12 8 0 0 0 20 30 +
LM-36
C. herbarium 22 18 15 12 8 0 0 18 8
ATCC 26362 +
A. flavus 0 0 0 0 0 0 0 21 20
LM-02 +
A. fumigatus 0 0 0 0 0 0 0 15 12 +
IPP-21
A. fumigatus 0 0 0 0 0 0 0 18 10
ATCC 40640 +

+: Crescimento das cepas flingicas no meio de cultura isento de produto antifingico
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O. majorana frente aos microrganismos testados, mostrou que a CIM de
320pL/mL foi capaz de inibir o crescimento de 80% dos fungos, com halos de
inibicdo variando de entre 12 4 40 mm de diametro.

O cetoconazol foi a droga mais promissora frente as cepas testadas,
exceto para as espécies de Aspergillus flavus LM-02 e Aspergillus fumigatus
IPP-21 e ATCC40640, que se mostraram mais susceptiveis a acdo da nistatina.
A excecao foi a cepa A. fumigatus IPP-21.

Observamos na tabela 7 que a cepa de M. gypseum ATCC184, mostrou
grande resisténcia frente a nistatina, no entanto, mostrou-se susceptivel ao
O0leo essencial de O. majorana L. (80uL/mL) e cetoconazol. As cepas de C.
tropicalis LM-14, C. krusei ATCC6252 e ATCC6258, T. rubrum LM-78T, T.
mentagrophytes LM-640, A. flavus LM-02 e o A. fumigatus ATCC40640,
mostraram grande susceptibilidade ao 6leo essencial testado.

Dentre os antifungicos padrdes utilizados como controle: nistatina(100Ul)
e cetoconazol (50 uL/mL), o cetoconazol foi a droga mais promissora frente as

cepas testadas.



99
SOUZA, N.A.B.
POSSIVEIS MECANISMOS DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS ESSENCIAIS CONTRA FUNGOS PATOGENICOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS/UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

Tabela 7 — Média dos resultados (n=2) da CIM, do Oleo essencial de O.

majorana sobre cepas de fungos levedurifirmes e filamentosos.

Oleo essencial (pL/mL)

E)
= -
= o
Espécies o i
P 320 160 80 40 20 10 5 € gg o
Fa“gicas | :'g 8 B e
- o 3 'E
Halos de inibigao (mm) %’ E g S

C. albicans

ATCC 90028 40 25 20 10 0 0 0 20 13 +
C. albicans 17 9 0 0 0 0 0 25 25 +
LM-142

C. albicans 17 12 9 0 0 0 0 26 30 +
ATCC 7645

C. tropicalis 18 12 0 0 0 0 0 24 30 +
LM-14

C. krusei 16 11 9 0 0 0 0 13 20 +
ATCC 6252

C. krusei 17 11 9 0 0 0 0 20 24 N
ATCC 6258

C. krusei 0 0 0 0 0 0 0 20 30 N
LM-09

C. krusei 15 9 0 0 0 0 0 24 35 +
LM-08

C. neoform. 26 22 15 7 0 0 0 25 26 +
LM-10

C. neoform. 20 12 8 0 0 0 0 27 30 +
FGF-5

T. rubrum 30 25 0 0 0 0 0 22 28 +
64T

T. rubrum 0 0 0 0 0 0 0 12 23 N
ATCC 28184

T. rubrum 22 18 14 12 10 0 0 24 27 +
LM-78T

T. rubrum 20 16 12 7 0 0 0 26 28 +
LM-800

T. mentagrophytes 20 15 9 0 0 0 0 11 23 +
LM-640

M. gypseum 22 16 9 0 0 0 0 8 18 +
ATCC 184

M. canis 0 0 0 0 0 0 0 20 30 +
LM-36

C. herbarium 0 0 0 0 0 0 0 18 8 N
ATCC 26362

A. flavus 20 11 0 0 0 0 0 21 20 +
LM-02

A. fumigatus 0 0 0 0 0 0 0 15 12 N
IPP-21

A. fumigatus 12 10 7 0 0 0 0 18 10 N
ATCC 40640

+: Crescimento das cepas flingicas no meio de cultura isento de produto antifingico
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Como podemos observar na tabela 8, os resultados do 6leo essencial de
O. vulgare frente aos microrganismos testados, mostraram que a CIM de
80uL/mL foi capaz de inibir o crescimento de 80% dos fungos, com halos de
inibicdo variando de entre 9 a 27 mm de diametro.

Algumas curiosidades foram observadas na tabela 8, como a capacidade
do 6leo essencial de inibir o crescimento das cepas fungicas, mesmo sendo
estas resistentes aos antifungicos padrdes, como: nistatina e cetoconazol.

Exemplos do bom desempenho deste Oleo essencial, podem ser
observados em todas as cepas de Candida albicans, tropicalis e krusei, exceto
para a cepa C. krusei LM-09, assim como, apresentaram boa atividade contra
fungos filamentosos, exceto para a cepa T. mentagrophytes LM-640 e M.
Gypseum 184. Fungos estes, que apresentaram grande resisténcia aos 0leos
essenciais ja testados, mas grande sensibilidade ao 6leo essencial de O.
vulgare L.

Dentre os antifungicos padrdes utilizados como controle, o cetoconazol
foi a droga mais promissora frente as cepas testadas, exceto para as espécies
de Aspergillus flavus LM-02 e Aspergillus fumigatus IPP-21 e ATCC40640, que
se mostraram mais susceptiveis a acdo da nistatina, assim como a acdo do
Oleo essencial de O. vulgare L.

Muitos estudos ja foram realizados sobre o O. vulgare L. devido ao seu
grande poder antioxidante, fungistatico e fungicida (BOZIN et al., 2006), ao seu
poder antimicrobiano frente as cepas de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus choleraesuis (SARTORATTO, et al., 2004).
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Tabela 8 — Média dos resultados (n=2) da CIM, do 6leo essencial de O. vulgare

sobre cepas de fungos levedurifirmes e filamentosos.

|
Oleo essencial (uL/mL)

Espécies
Fuangicas

320

160

80

Halos de inibigcao (mm)

40

20

10

5

ontrole

C. albicans
ATCC 90028
C. albicans
LM-142

C. albicans
ATCC 7645
C. tropicalis
LM-14

C. krusei
ATCC 6252
C. krusei
ATCC 6258
C. krusei
LM-09

C. krusei
LM-08

C. neoform.
LM-10

C. neoform.
FGF-5

T. rubrum
64T

T. rubrum
ATCC 28184
T. rubrum
LM-78T

T. rubrum
LM-800

T. mentagrophytes
LM-640

M. gypseum
ATC 184

M. canis
LM-36

C. herbarium
ATCC 26362
A. flavus
LM-02

A. fumigatus
IPP-21

A. fumigatus
ATCC 40640

30
30

24

32

26

15

0

20

20

18

30

18

13

18

30

27

25

36

28

23
29

20

30

17

13

0

17

18

16

28

16

11

16

24

20

20

28

20

22
15

11

18

12

12

0

13

16

12

27

17

16

13

26

18

13
11

9

9

10

10

14

25

8

13

0
0

0

0

0

0

0

0

83
Z - (S B
20 13
25 25
26 30
24 30
13 20
20 24
20 30
24 35
25 26
27 30
22 28
12 23
24 27
26 28
11 23
8 18
20 30
18 8
21 20
15 12
18 10

+: Crescimento das cepas flingicas no meio de cultura isento de produto antifingico
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Nesta parte do trabalho, alguns fitoconstituintes majoritarios dos
Oleos essenciais estudados foram analisados, a fim de selecionarmos quais
fitoconstituintes eram potenciais antifiangicos contra oS microrganismos
testados. Esta selecdo definiu quais os 6leos essencias e/ou fitoconstituintes
seguiriam para 0s proximos ensaios, tornando possivel, ao final destes,
sugerir mecanismo de acdo dos produtos naturais testados, possuidores de
grande atividade antifangica.

A caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais investigados, é conhecido
por nos tendo por base os dados da literatura. Estes Oleos, geralmente foram
analisados e caracterizados por cromatografia gasosa com espectrometria de
massa (GC-MS), como O. vulgare (BOZI et al., 2006), mostrando que seu
componente majoritario era o carvacrol e em menor quantidade, p-cimeno, a-
pineno, limoneno, y-terpineno, dentre outros em qgantidade ainda menor
(PLAUSE, FLORES, ATAUCUSI, 2001; NAKATANI, 2003; SOUZA et al., 2006).
ApéOs analise por cromatografia gasosa das folhas de C. zeylanicum, o
eugenol, mostrou-se como sendo o componente majoritario desta planta e em
menor proporcao também foram encontrados: o a-pineno, linalol, p-cimeno,
dentre outros (LIMA et al., 2005; CARMO, 2008). Como também, na analise
guimica do 6leo de Carryophyllus aromaticus L., foram observados a presenca
de diversos constituintes, sendo o eugenol, como sendo o componente
marjoritario e outros constituintes de menor proporgao, como B-cariofileno, a-
humuleno e a-pineno (JIROVETZ et al., 2006; TULLIO et al., 2007).

Como podemos observar na tabela 9, os resultados do fitoconstituinte a-
pineno, frente aos microrganismos testados, mostraram que a CIM de
320pL/mL foi capaz de inibir o crescimento de 76% dos fungos, com halos de
inibicdo variando de entre 8 a 35 mm de diametro. A resisténcia de varias
cepas, ao a-pineno e sua elevada CIM tornou este fitoconstituinte pouco
atrativo, como possivel alternativa, para a terapia antifungica.

E interessante observar que todas as cepas de Aspergillus foram
resistentes a todas as concentracdes de a-pineno, assim como, Cladosporium

herbarium ATCC 26362 e Cryptococcus neoformans FGF-5.
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Tabela 9 — Média dos resultados (n=2) da CIM, do fitoconstituinte a-pineno

sobre cepas de fungos levedurifirmes e filamentosos.

|
Oleo essencial (uL/mL)

A |
Espécies

Nistatina 100Ul

°
N —
Fangicas 320 160 80 40 20 10 5 g 'E' [
- | [T ) 2
g3 E
Halos de inibicido (mm) 8 5’ 8
|
C. albicans
ATCC 90028 15 12 10 9 7 0 0 20 13 +
C. albicans 9 0 0 0 0 0 0 25 25
LM-142 *
C. albicans 8 0 0 0 0 0 0 26 30
ATCC 7645 *
C. tropicalis 17 14 0 0 0 0 0 24 30
LM-14 *
C. krusei 15 13 12 8 8 7 0 13 20
ATCC 6252 +
C. krusei 20 14 13 9 8 7 0 20 24
ATCC 6258 *
C. krusei 18 0 0 0 0 0 0 20 30
LM-09 *
C. krusei 15 0 0 0 0 0 0 24 35 +
LM-08
C. neoform. 14 10 0 0 0 0 0 25 26
LM-10 *
C. neoform. 0 0 0 0 0 0 0 27 30
FGF-5 *
T. rubrum 35 24 16 10 0 0 0 22 28
64T +
T. rubrum 12 10 8 0 0 0 0 12 23
ATCC 28184 *
T. rubrum 22 18 14 10 0 0 0 24 27
LM-78T *
T. rubrum 30 2 10 0 0 0o 0 26 28 .\
LM-800
T. mentagrophytes 30 24 20 12 6 0 0 11 23
LM-640 *
M. gypseum 14 12 10 7 0 0 0 8 18
ATCC 184 *
M. canis 22 16 10 0 0 0 0 20 30 +
LM-36
C. herbarium 0 0 0 0 0 0 0 18 8
ATCC 26362 +
A. flavus 0 0 0 0 0 0 0 21 20
LM-02 *
A. fumigatus 0 0 0 0 0 0 0 15 12
IPP-21 *
A. fumigatus 0 0 0 0 0 0 0 18 10
ATCC 40640 *

- ]
+: Crescimento das cepas fungicas no meio de cultura isento de produto antiflingico
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Dentre os antifungicos padrdes, o cetoconazol foi a droga mais
promissora frente as cepas testadas, exceto para as espécies de Aspergillus
flavus LM-02 e Aspergillus fumigatus IPP-21 e ATCC40640, que se mostraram
mais susceptiveis a acdo da nistatina, porém néao sensivel ao fitoconstituinte,
a-pineno. Ja com base na quantidade de cepas resistentes ao fitoconstituinte,
e a elevada CIMs do mesmo, descartamos a possibilidade de realizagdo os
demais testes com o a-pineno.

O citral é o principal fitoconstituinte do Cymbopogon citratus D.C. que
contém em suas folhas cerca de 0,3% de 6leo essencial. Os Oleos essenciais
de cravo e de erva-cidreira também revelaram elevado efeito inibitério contra
Aspergillus niger. O conteudo de eugenol foi o mais alto (47,64%) seguido de
alcool benzilico (34,10%), no C. aromaticus, ao paso que geraniol (29,40%) e
neral (21,39%) foram os grandes componentes do Oleo essencial de C. citratus,
juntamente com linalol (3,2%), geraniol (29,4%), dentre outros. Existem relatos
gue mostram o citral como sendo o constituinte, com funcao antifungica,
presente no 6leo de erva-cidreira (ABDULLAH et al., 1975; PARANAGAMA et
al., 2003).

Como podemos observar na tabela 10, os resultados do fitoconstituinte
citral frente aos microrganismos testados, mostrou que a CIM de 320uL/mL foi
capaz de inibir o crescimento de 62% dos fungos, com halos de inibicéo
variando de entre 9 a 28 mm de diametro, revelando boa atividade antifungica
frente as Candidas, exceto C. albicans LM-142 e dermatofitos, exceto T.
mentagrophytes LM-640. As cepas de C. herbarium ATCC26362, Aspergillus
flavus LM-02 e A. fumigatus IPP-21 e ATCC 40640, mostraram-se resitentes ao
fitoconstituinte. A resisténcia de varias cepas, ao citral e sua elevada CIM torna
este fitoconstituinte pouco atrativo, como possivel alternativa, para a terapia
antifangica.

Tem se repetido, a eficacia dos antifungicos padrdes frente as cepas
testadas, o0 cetoconazol foi a droga mais promissora frente aos
microrganismos, exceto para as espécies C. herbarium ATCC 26362 e para as

cepas de Aspergillus que se mostraram mais susceptiveis a acao da nistatina.
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Tabela 10 — Média dos resultados (n=2) da CIM, do fitoconstituinte citral sobre

cepas de fungos levedurifirmes e filamentosos.

____________________________________________________________________________________________________________________________________|]
Oleo essencial (uL/mL)

. ____________________________________________________________________|] 3 —
Espécies “ P
Fangica 320 160 80 40 20 10 5 £ g % %
o S 8 S
Halos de inibicdo (mm) > ‘°_ o> o
|
C. albicans
ATCC 90028 20 19 17 14 12 7 0 20 13 +
C. albicans 0 0 0 0 0 0 0 25 25 +
LM-142
C. albicans 28 26 24 17 12 10 0 26 30 +
ATCC 7645
C. tropicalis 19 17 15 12 10 7 0 24 30 +
LM-14
C. krusei 24 22 20 15 12 8 0 13 20 +
ATCC 6252
C. krusei 9 0 0 0 0 0 0 20 24 +
ATCC 6258
C. krusei 16 8 0 0 0 0 0 20 30 +
LM-09
C. krusei 23 11 10 9 9 0 0 24 35 +
LM-08
C. neoform. 19 17 15 12 10 7 0 25 26 +
LM-10
C. neoform. 20 19 18 14 12 10 7 27 30 +
FGF-5
T. rubrum 19 17 15 12 10 0 0 22 28 +
64T
T. rubrum 19 17 14 10 8 0 0 12 23 +
ATCC 28184
T. rubrum 20 18 14 10 7 0 0 24 27 +
LM-78T
T. rubrum 23 21 17 15 10 8 0 20 28 +
LM-800
T. mentagrophytes 0 0 0 0 0 0 0 11 23 +
LM-640
M. gypseum 9 0 0 0 0 0 0 8 18 +
ATCC 184
M. canis 23 21 17 14 12 8 0 20 30 +
LM-36
C. herbarium 0 0 0 0 0 0 0 18 8 +
ATCC 26362
A. flavus 0 0 0 0 0 0 0 21 20 +
LM-02
A. fumigatus 0 0 0 0 0 0 0 15 12 +
IPP-21
A. fumigatus 0 0 0 0 0 0 0 18 10 +
ATCC 40640

_________________________________________________________________________________________________________________________|
+: Crescimento das cepas fungicas no meio de cultura isento de produto antifingico
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No trabalho de Lima (2005), confirmou-se através de GC-MS que o 6leo
essencial de C. zeylanicum possui o eugenol como fitoconstituinte majoritario
(60%) e na literatura, ha relatos de que as atividades antimicrobianas de alguns
Oleos essenciais, como os 6leos de C. zeylanicum e C. aromaticus, deve-se ao
eugenol (SELLAN, 2002; AMARAL & BARA, 2005; GAYOSO et al., 2005).

Os resultados dos estudos de atividade antifungica do fitoconstituinte
eugenol, encontrados na tabela 11, mostrou que a CIMg, é igual 80pL/mL, com
halos de inibicdo variando de entre 9 a 32mm de diametro.

Dentre os antifungicos padrdes, utilizados como controle o cetoconazol
foi a droga mais promissora frente as cepas testadas, exceto para as espécies
C. herbarium e para as cepas de Aspergillus que se mostraram mais
susceptiveis a acdo da nistatina e do fitoconstituinte eugenol.

Este fitoconstituinte foi uma das mais interessantes alternativas a terapia
antifGngica, testado no presente trabalho, tornando-o, candidato a novos
ensaios para a elucidacdo do mecanismo de agcdo. No entanto, durante a
revisdo bibliografica recente, verificou-se que o mecanismo de acdo do
eugenol, foi elucidado por Lee e colaboradores (2007). Apesar de
descartarmos o eugenol dos proximos ensaios, fica a certeza da correta
execucdo do nosso trabalho que ja apontava este fitoconstituinte como sendo
uma promissora alternativa a terapia antifungica.

Com base nos resultados, apenas alguns Oleos essenciais sdao
considerados promissores, como agentes antifiUngicos, para serem usados em
futuras formulacdes farmacéuticas. Os seguintes 6leos essenciais seguem

para os préximos ensaios: O. vulgare, O. majorana e C. zeylanicum.
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Tabela 11 — Média dos resultados (n=2) da CIM, do fitoconstituinte eugenol

sobre cepas de fungos levedurifirmes e filamentosos

|
Oleo essencial (uL/mL)

Espécies
Fuangicas

320 160 80

40

20

10

Halos de inibicao (mm)

5

Controle

C. albicans
ATCC 90028
C. albicans
LM-142

C. albicans
ATCC 7645
C. tropicalis
LM-14

C. krusei
ATCC 6252
C. krusei
ATCC 6258
C. krusei
LM-09

C. krusei
LM-08

C. neoform.
LM-10

C. neoform.
FGF-5

T. rubrum
64T

T. rubrum
ATCC 28184
T. rubrum
LM-78T

T. rubrum
LM-800

T. mentagrophytes.

LM-640

M. gypseum
ATCC184
M. canis
LM-36

C. herbarium
ATCC 26362
A. flavus
LM-02

A. fumigatus
IPP-21

A. fumigatus
ATCC 40640

32
35

35

30

19

21

25

30

32

32

37

18

23

38

18

30

17

30

30

32

24

30
30

32

20

18

19

23

25

30

30

35

16

21

30

15

24

16

28

26

30

20

22
20

24

18

16

9

21

20

28

28

32

12

18

20

14

16

9

26

22

28

18

18
18

18

16

11

0

20

14

26

24

30

10

14

18

9

14

0

24

20

26

12

16
14

12

12

10

16

18

28

10

14

20

12

20

0

14
11

14

18

12

8

12

0

12

16

0

0

S
S 3
@ 83
i §3
2 oL
20 13
25 25
26 30
24 30
13 20
20 24
20 30
24 35
25 26
27 30
22 28
12 23
24 27
26 28
11 23
8 18
20 30
18 8
21 20
15 12
18 10

+: Crescimento das cepas fungicas no meio de cultura isento de produto antifingico
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Dentre os fitoconstituintes testados, apenas o eugenol, mostrou ser um
promissor agente antifungico. Porém o0 mecanismo de acdo deste
fitoconstituinte elucidado por Lee e colaboradores (2007), sugere que a agao
antifungica deste fitoconstituinte se deve ao fato, deste se ligar a membrana

dos microrganismos e, assim, danifica-las.

5.4. Cinética de morte fungica

O ensaio sobre a cinética fungica, foi realizado com os 6leos essenciais
de C. zeylanicum, O. vulgare e O. majerona. Os fungos selecionados, Nos
proximos ensaios, serdo utilizados, somente representantes de cepas
leveduriformes, como Candida albicans ATCC 7645 e Cryptococcus
neoformans FGF-5 e cepas de fungos filamentosos como Trychophyton
rubrum LM-800, Microsporum canis LM-36 e Aspergillus flavus LM-02, por
terem sido considerados as cepas fangicas mais sensiveis aos 6leos
essenciais escolhidos para maiores investigacdes. Levou-se também, em
consideracdo, a patogenicidade destes microrganismos. As cepas fungicas
filamentosas, foram mantidas a 28-30°C e a leitura do seu crescimento foi feito
em diferentes intervalos de tempo (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 dias) e para 0sS
fungos leveduriformes, que foram mantidos a 28°C/48h com os oOleos
essenciais, foram feitas contagens do numero de coldnias viaveis, em
diferentes intervalos de tempo (0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14h) e comparadas com
o controle (DELACRETAZ, 1974; TODA et al., 1988; COLOMBO et al., 1995).

Para a realizacdo destes ensaios, foram usados valores de CIMs dos
0leos essenciais C. zeylanicum, O. majerona e O. vulgare, capazes de inibir
mais de 50% das cepas fungicas testadas. O ensaio avaliou o crescimento de
C. albicans ATCC7645, sujeito aos 6leos essenciais de O. vulgare, CIM de
80uL/mL, O. majorana, CIM de 160uL/mL e C. zeylanicum, CIM de 80uL/mL, em
tempos diferentes. Sendo o cetoconazol, CIM de 50uL/mL, o antifungico
escolhido como padréo. Todos os 6leos essenciais testados mostraram, o que
os dados dos testes anteriores ja indicavam, potente atividade antifungica
destes Oleos essenciais frente a cepa de Candida albicans ATCC7645,

representante das espécies de fungos leveduriformes.
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Ao longo de 24 horas, a cinética de morte da cepa testada, foi
considerada significante (p<0,05) quando comparados aos valores da cepa néo
tratada (Grafico 1). Entretanto, ambos os 6leos essenciais de canela e orégano,
na CIM de 80uL/mL, exibiram atividade antifungica semelhante e discretamente
mais alta que a atividade antifUngica do 6leo essencial de manjerona, cuja CIM
é de 160uL/mL, ou seja, o 6leo essencial de O. majorana precisou do dobro da
CIM dos 0leos essenciais de C. zeylanicum e O. vulgare para promover seu
efeito antifungico. Ainda assim, o seu efeito letal € semelhante ao do
cetoconazol, considerado como antifungico sintético padréo.

Os 6leos foram capazes de promover uma queda acentuada no
crescimento da levedura, ao longo dos intervalos avaliados sendo
estabelecido um efeito fungicida apds 4 horas de exposicdo. Esta atividade
antifangica foi comparada ao efeito fungistatico e fungicida do cetoconazol. O
derivado azdlico mais utilizado em nosso meio continua sendo o cotoconazol.
Sua acdo promove alteracdes na membrana da célula fungica, mas pode
ocasionar reacdes adversas no hospedeiro. Sua atividade, assim como a do
miconazol, € predominantemente fungistatica, embora possa agir em situacdes
especiais como fungicida (DANESHMEND & WARNOCK, 1983; EPSTEIN, 1990;
LEWIS et al., 1991; MUZYKA & GLICK, 1995).

Um composto tem sido considerado como tendo um forte efeito fungicida
quando é capaz de causar uma diminui¢céo de 99,9% do in6culo inicial (Espinell
Ingroff, 1992). Nao houve diferenca significativa (p> 0,05), encontrada entre as
contagens da leveduras frente aos 6leos essenciais e o0 antifUngico padréo,
cetoconazol. O cetoconazol foi incluido no ensaio de cinética de crescimento,
porque nenhum dos fungos testados apresentaram resisténcia a ele em ensaio
de difusdo em meio sélido. Os outros antifungicos sintéticos de referéncia

mostraram uma fraca capacidade de inibir, pelo menos uma cepa testada.



110
SOUZA, N.A.B.
POSSIVEIS MECANISMOS DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS ESSENCIAIS CONTRA FUNGOS PATOGENICOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS/UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

Grafico 1: Efeito dos 6leos essenciais de Orégano (Origanum vulgare); Manjerona
(Origanum majorana) e Canela (Cinamonum zeylanicum) sobre a cinética de morte
de Candida albicans ATCC7645. T-Tukey (p<0,05).

O efeito do Oleo essencial sobre o crescimento radial do micélio dos
dermatofitos T. rubrum ATCC-28184 e M. canis LM-36 em meio sélido é
mostrada no gréafico 2 e 3, respectivamente. Os 6leos essenciais exibiram um
efeito fumigante contra ambos os fungos, mostrando efeito letal contra os
fungos apo6s 2 dias. O T. rubrum e M. canis apresentaram um leve aumento no
crescimento radial quando expostos a 50 pg/mL de cetoconazol. Mas isso se
explica pelo fato de que os azlis, drogas consideradas fungistaticas,
apresentam inicio de atuacao retardado pela necessidade de entrada de droga
na ceélula fungica e necessaria inibicdo do metabolismo celular. Durante esse
periodo, geralmente ocorre crescimento do organismo utilizado como inéculo
do ensaio, independente da concentracdo, de antifungico, utilizada. Assim, a
inibicdo tardia da multiplicagdo do microrganismo permite a visualizagdo do
seu ténue crescimento residual, sendo este fenbmeno denominado de trailing
(SCHREIBER, 2007)
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No entanto, o crescimento de bolores foi sempre menor que o observado
para o0 ensaio controle. A cepa controle mostrou uma taxa constante de
crescimento micelial ao longo dos tempos avaliados, indicando o bom efeito
antifingico dos Oleos essenciais testados.

Mitchell et al. (2009) relataram que o Oleo essencial de O. vulgare, com
CiMs 0,6, 1,25 e 2,5 yL/mL promovem efeito letal contra A. flavus e A.
parasiticus ap6s 2 dias de exposicao.

Carmo et al. (2008) constataram que o 0leo essencial de C. zeylanicum
(20 - 80 pL/mL) causou inibicdo do crescimento micelial de A. niger ao longo
de 14 dias. Os resultados de outros pesquisadores corroboram com os dados
obtidos no presente trabalho. Os 6leos esenciais de O. vulgare, O. majorana e
C. zeylanicum, mostraram os seus efeitos fungistaticos, comparaveis, ou por
vezes melhores, do que os efeitos observados com o antifUngico padréo.

O grafico 4 apresenta o crescimento do micélio da cepa controle de A.
flavus LM-02, numa taxa constante de crescimento e 100% de inibicdo do
micélio frente ao cetoconazol e aos Oleos essenciais de O. vulgare e C.
zeylanicum, mas discreto crescimento do micélio, quando testado com o 6leo
essencial de O. majorana. Quando comparado ao controle, apresenta efeito
fumigante ap6s 2 horas de exposicdao.
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Gréfico 2: Efeito dos 6leos essenciais de Orégano (Origanum vulgare); Manjerona
(Origanum majorana) e Canela (Cinamonum zeylanicum) sobre a cinética de morte
de T. rubrum LM 800. T-Tukey (p<0,05).

Gréafico 3: Efeito dos O6leos essenciais de Orégano (Origanum vulgare);
Manjerona (Origanum majorana) e Canela (Cinamonum zeylanicum) sobre a
cinética de morte de M. canis LM 36. T-Tukey (p<0,05).
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Gréafico 4: Efeito dos Oleos essenciais de Orégano (Origanum vulgare);
Manjerona (Origanum majorana) e Canela (Cinamonum zeylanicum) sobre a
cinética de morte de A. flavus LM 02. T-Tukey (p<0,05).

Os Oleos essenciais exibiram um efeito fumigante contra os fungos
filamentosos. As figuras 38 e 39, mostraram o efeito letal do 6leo essencial de
C. zeylanicum contra a cepas M. canis LM-36, apés 4 e 10 dias. O fungo
filamentosos apresentou um leve aumento no crescimento radial quando
exposto ao cetoconazol com CIM de 50 pyg/mL, observado no grafico 3 e nas
figuras 39 e 39.
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a b C

Figura 37 - Cinética de morte microbiana da cepa controle, M. canis LM 02
(38a). Cepa exposta ao cetoconazol, CIM 50uL/mL (38b) e Cepa exposta ao
Oleo essencial de C. zeylanicum, 80 uL/mL (38c), respectivamente, apos 4 dias

de interacéao

a b C

Figura 38 — Cinética de morte microbiana da cepa controle, M. canis LM 02
(39a). Cepa exposta ao cetoconazol, CIM 50uL/mL (39b) e Cepa exposta ao
Oleo essencial de C. zeylanicum, 80 uL/mL (39c), respectivamente, apos 10

dias de interacéo

5.5. Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) pela macrodiluicdo e Concentracao
Fungicida Minima (CFM).

Em 1997 foi liberado o documento NCCLS M27-A, referente ao teste de
suscetibilidade aos antifungicos pelo método de macrodiluicdo e microdilui¢cédo
em caldo para leveduras e em 1998 foi editado o NCCLS M38-P, especifico para

formas de conidios de fungos filamentosos. Varios  estudos comparativos
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entre testes atraveés da macro e microdiluicdo em caldo foram reporatados por
Pujol e colaboradores (1996) que observaram a nao existéncia de diferencas
discrepantes entre os dois testes. No entanto, a maioria dos estudos estavam
preocupados apenas com fungos leveduriformes (ESPINEL-INGROFF et al.,
1995). Os aspectos mais relevantes dos testes de susceptibilidade, para
fungos filamentosos, eram melhor observados pela macrodiluicao.

Os resultados dos ensaios da CIM pela macrodiluicdo e CFM,
apresentados na tabela 12, mostraram notavel atividade antifungica dos 6leos
essenciais de C. zeylanicum, O. majorana e O. vulgar, entretanto, por ser
laborioso, consumir muito tempo, requerer muito espaco no laboratério e gerar
grande quantidade de residuos, é usado pequeno namero de réplicas (SAHM &
WASHINGTON I, 1991; ZGODA & PORTER, 2001). No presente trabalho, os
testes foram realizados em duplicata (n=2).

Na tabela 12, observou-se a acdo do 6leo essencial de O. vulgare, contra
duas espécies de Candida e trés espécies de fungos filamentosos, com
valores de CIM variando de 0,003 a 0,03uL/mL e valores de CFM, variando de
0,007 a 0,06uL/mL, pode-se afirmar que, este 06leo essencial apresenta
excelente atividade fungistatia e fungicida, mesmo em baixas concentracfes
do 6leo. Resultados semelhantes foram observados quando o 6leo essencial
de C. zeylanicum foi testado, apresentando uma CIM variando de 0,003 a
0,03uL/mL e valores de CFM, variando de 0,007 a 0,06 uL/mL. Quando o 6leo
essencial testado foi O. majorana, observou-se valores de CIM, variando de
0,12a 1 pL/mL e valores de CFM, variando de 0,25 & 2 pL/mL.

Os resultados obtidos, mostraram baixos valores de CIMs e
CFMs<0,06uL/mL, para os Oleos essenciais de O. vulgare e Cinamonum
zeylanicum frente a todos 0s microrganismos testados, ou seja, excelente
atividade fungicida. O Oleo essencial de O. majerona, mostrou CIMs e
CFMs<2uL/mL, porém mesmo a CIM 2uL/mL que é a maior CIM de O. majerona,
ainda é igual aos niveis séricos alcancados pela anfotericina B no organismo
humano, conhecido por sua excelente atividade fungicida (DANESHMAND et
al., 1983; HOEPRICH, 1992). Nosso estudo, a semelhanca do que pudemos
constatar na literatura consultada, mostrou que os 6leos essenciais testados

apresentaram excelente acdo fungicida e fungistatica in vitro. Bozin e
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colaboradores (2006) também encontraram resultados semelhantes, ao
testarem Oleos essenciais, como o O. vulgare, frente a cinco dermatofitos e
uma espécie de Candida albicans,com valores de CIM, variando de 1uL/mL a
2uL/mL, e valores de CFM, variando de 1uL/mL a 4uL/mL, exibindo notavel
atividade fungistatica e fungicida.

Visto que ainda ndo existe um procedimento padrdo, mundialmente
aceito, para execucdo de antibiogramas para fungos, pode-se considerar que,
métodos padronizados, reprodutiveis e exaustivamente avaliados em
laboratérios de referéncia, devem ser empregados para estudar a atividade
antifGngica dos produtos naturais. Foram avaliadas as CIMs e as CFMs dos
Oleos essencias, como um dos melhores testes para avaliar a susceptibilidade

das aos 6leos.

TABELA 12 - Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Fungicida Minima (CFM), dos 6leos essenciais contra alguns

fungos patogénicos.

Oleos essenciais (UL/mL)

Espécies Fungicas Origanum Origanum Cinamonum
vulgare L. majorana L. zeylanicum L.
CIM CFM CIM CFM CIM CFM
C. albicans ATCC 7645 0,015 0,03 0,5 1 0,015 0,03
C. neoformans FGF 5 0,015 0,03 0,5 1 0,015 0,03
T. rubrum LM 800 0,015 0,03 0,12 0,25 0,003 0,007
M. canis LM 36 0,003 0,007 0,12 0,25 0,003 0,007
A. flavus LM 02 0,03 0,06 1 2 0,03 0,06

5.6. Efeito dos 6leos essenciais sobre a alteracdes morfoldgicas das hifas

Células tratadas com compostos que interferem com a biossintese da
parede celular muitas vezes tém caracteristicas morfologicas distintas. As
mudancas na morfologia podem sugerir o possivel alvo ou o0 modo de acgéo
dos inibidores de parede celular.

No presente trabalho, observaram-se grandes alteragoes

micromorfolégicas nos fungos testados, quando expostos aos Oleos
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essenciais de maior atividade antifungica. Os resultados obtidos para as
leveduras foram de dificil visualizagdo, porém os resultados conferidos aos
fungos filamentosos, como A. flavus LM 02, apdés exposicdo aos Oleos
essenciais, podem ser conferidos nas figuras 40, 41 e 42, sob 0 microscépio
de luz, mostrado num aumento total de 400 x.

O exame microscopico do micélio de controle (células nado tratadas) de A.
flavus LM 02 mostrou a estrutura da célula regular com citoplasma
homogéneo, conidios claramente visiveis e conidiagcdo profusa sobre uma
grande cabeca e irradiada conidios. O micélio, cultivado em meio adicionado
de Oleo essencial, apresentou algumas alteracdes morfolégicas com
distorcbes das hifas. As alteracdes morfolégicas encontradas foram:
diminuicdo do teor de citoplasma (hifas vazias), a perda de pigmentacéo,
desenvolvimento distorcido de hifas e hifas vazias. As hifas tornaram-se
distorcidas com intumescimento ao longo de toda sua estrutura e também
foram observados, brotamentos apicais. O 6leo essencial ainda causou uma
clara auséncia de conidiacdo. De Billeberk et al. (2001) e Rasooli e Abyaneh
(2004) afirmam que esses tipos de alteracdes morfoldégicas nos moldes
previstos pela exposicdo aos Oleos essenciais, sugerem que o modo de
atividade antifungica destes 6leos, acontecem devido ao ataque da parede
celular e retracdo do citoplasma na hifa resultando na morte do micélio. Além
disso, Carmo et al. (2008) relataram que essas modificac6es podem também
estar relacionadas a interferéncia dos componentes do 6leo essencial, em
relacdo as reacdes de sintese da parede celular de fungos, afetando o
crescimento e a morfogénese.

Estes resultados estdo de acordo com os dados obtidos e relatados no
ensaio do sorbitol, reforcando a tese de que a parede celular destes
microrganismos, pode estar envolvida como alvo, na atividade antifungica dos
O0leos essenciais testados. Frost et al (1995) afirmam que a combinacédo da
andlise de crescimento através do teste de sorbitol e o estudo das
caracteristicas micromorfolégicas das células (Protecdo do Sorbitol e Analise
da Morfologia - SPAM) poderiam constituir o procedimento adequado para a
deteccéo da acédo antifungica, sobre a parede celular.
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A figura 39, mostra alguns acontecimentos an6malos flagrados pelo
microscopio de luz, quando o fungo A. favus foi submetido a sete dias de
contato com o 6leo essencial. de O. vulgare. A figura 39a mostra o controle
positivo do fungo e as figuras 39b e 39c mostram o fungo em contato com o
0leo nas concentragcdes 0,015uL/mL e 0,03uL/mL, concentra¢gdes subinibitéria
e inibitoria, respectivamente.

A figura 40 mostra a microfotografia dos acontecimentos intrinsecos as
hifas de A. flavus, exposto ao 6leo essencial de O. majorana, durante sete dias.
As figuras 40a e 40b mostram os acontecimentos andmalos quando a cepa
entra em contato com Oleo, nas concentragdes de 0,5uL/mL e 1uL/mL,
concentracdes subinibitoria e inibitdéria minima, respectivamente.

E possivel visualizar nas figuras 4la e 41b, a cepa de A. flavus apods
exposicao por sete dias, ao 6leo essencial de C. zeylanicum, mostrando as
mesmas mal-formacdes e eventos anteriores, quando a cepa foi exposta aos
O0leos essenciais de orégano e manjerona, perda de matéria citoplasmético
visivel e perda de pigmentacdo. A figura 4la representam as modificacdes
ocorridas numa concentragcdo subinibitoria do 6leo, e a figura 41b, mostra as

modificacdes observadas na concentragdo inibitoria minima, 0,015uL/mL e

0,03uL/mL, respectivamente.
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a b

Figura 39 - Microfotografias de luz do micélio de A. flavus LM 02, crescendo na
auséncia ou na presenca do 6leo essencial de O. vulgare, durante 7-14 dias de
incubacao, entre 25 - 28 ° C. (a) cabeca conidial controle de A. flavus, grande e
radiada, desenvolvimento de vesiculas sobre os conidiéforos, conidios
claramente visiveis, Bar 100 pm. (b-c) Hifas modificadas induzidas pelo 6leo
essencial de O. vulgare, mostrando estruturas andmalas, com pequenos
brotamentos e perda de pigmentacdo; perda visivel, do conteudo
citoplasmatico e destruicdo da estrutura celular, observada pelo rompimento

daintegridade das hifas. Barra 100 pm.
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Figura 40 - Microfotografias de luz do micélio de A. flavus LM 02,
crescendo na na presenca do Gleo essencial de O. majorana, durante 7-14
dias de incubacdao, entre 25 - 28 ° C. (a-b) Hifas modificadas induzidas pelo
Oleo essencial de O. majorana, mostrando estruturas andémalas, perda de
pigmentacdo e perda visivel, do conteudo citoplasméatico, observada pelo

rompimento da integridade das hifas. Barra 100 ym.

Figura 41 - Microfotografias do micélio de A. flavus LM 02, crescendo na na
presenca do 6leo essencial de C.zeylanicum, ap0s 7-14 dias de incubacéo,
a 25 - 28 ° C. (a-b) Hifas modificadas, perda de pigmentacéo e perda visivel,
do conteudo citoplasmatico s&do modificacbes observadas pelo

rompimento da integridade das hifas. Barra 100 pm.
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As alteracdes morfoldgicas encontradas no presente trabalho com o 6leo
essencial de C. zeylanicum estdo em concordancia com estudos realizados por
Carmo (2008) e sobre os 6leos essenciais, estudados por Sharma e Tripatti
(2006) que examinaram pela microscopia 6ptica, num aumento de 400 vezes,
significativas alteracbes morfologicas em A. niger tratado com diferentes
concentragdes (0,5; 1,0; 2,0uL/mL) do 6leo essencial de Citrus sinensis. Foram
observadsa modificagdes como perda de citoplasma da hifa fangica, falta de
esporulacéo, visivel perda de pigmentacéo, reducdo da cabeca conidial, menor
ou auséncia total de conidiacao, conidioforos totalmente distorcidos, além de
hifas bifurcadas, tudo isso sob a luz da microscopia 6ptica. Na microscopia
eletronica, observou-se ruptura da parede celular da hifa na concentragcéo de
2,0ul/mL.

5.7. Avaliacdo do possivel mecanismo de agao antifungica — Teste com sorbitol

Células tratadas com drogas que interferem na biossintese da parede
celular frequentemente tém caracteristicas morfolégicas distintas. As
mudancas na morfologia podem sugerir os possiveis alvos ou modo de acéo
destes inibidores (FROST, 1995). Para continuar a investigacdo sobre
antifGngicos que agem sobre parede celular, o antagonismo de um
estabilizador osmético e o ergosterol sdo cruciais para o processo.

Na tentativa de confirmar os resultados obtidos ao longo de todo o
trabalho, o protetor osmético, sorbitol, foi adicionado ao meio utilizado para a
determinacdo da Concentracado Inibitéria Minima (CIM). O presente trabalho
continuou testando o efeito do sorbitol sobre a cepa de A. flavus LM-02, que
notadamente, através da microscopia Optica, apresentava mal-formacdes de
suas hifas na presenca dos 6leos essenciais de O. vulgare, O. majorana e C.
zeylanicum (Figura 30, 31 e 32). A CIM de C. zeylanicum na auséncia de
sorbitol foi de 0,015 pL/mL, enquanto que na presenca do protetor osmaotico,
foi de 0,15 puL/mL, dez vezes maior que a concentracao inicial. O 6leo essencial
de O.vulgare teve seu MIC aumentado em oito vezes, pois na auséncia de
sorbitol, a CIM foi de 0,015 pL/mL, enquanto que na presenca do protetor

osmaético, a CIM foi de 0,12 yL/mL, sugerindo que os 6leos essenciais de C.



122
SOUZA, N.A.B.
POSSIVEIS MECANISMOS DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS ESSENCIAIS CONTRA FUNGOS PATOGENICOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS/UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

zeylanicum e O. vulgare tém seu modo de acdo antifungica ligado a danos
causados na parede celular do microrganismo. O 6leo de O. majorana teve seu
MIC aumentado quatro vezes o valor da MIC sem o protetor osmatico, pois na
auséncia de sorbitol, a CIM foi de 0,5 pL/mL, enquanto que na presenca do
protetor osmoético, a CIM foi de 2 pL/mL, sugerindo que houve uma protecao
limitada com o sorbitol (Tabela 13), fato este que pode ser explicado por Frost
et al.(1995) quando diz que agentes antifungicos, cujo modo de acdo ndo esta
associado a sintese da parede celular ou que néo interferem no processo de
montagem da parede celular, mas mostram a interacdo inespecifica com
outros alvos independentes, terdo protecéo limitada com sorbitol. Sendo esta,
possivelmente a explicagcdo para o baixo valor de CIM do 6leo essencial de O.

manjerona quando tratado com sorbitol.

Tabela 13 — CIM (na auséncia e na presenca de sorbitol) dos 6leos essenciais
de O. vulgare and O. majorana e C. zeylanicum contra fungo potencialmente

patogénico*

Aspergillus flavus LM 02

Espécies (Familia) Nome popular
CIM CIM + sorbitol
(uL/mL) (uL/mL)
Cinamonum zeylanicum B. (Lauraceae) Canela 0,015 0,15
Origanum vulgare L. (Labiatae) Orégano 0,015 0,12
Origanum majorana L. (Labiatae) Manjerona 0,5 2

Média de CIM (n=3) na auséncia e na presenca de um protetor osmoético

5.8. Avaliacdo de mecanismo de resisténcia — Teste com inibidores da bomba

de Efluxo

As proteinas de efluxo sdo conhecidas e largamente estudadas, em
bactérias, mas ndo em fungos. Alguns pesquisadores, como Chamilos &
Kontoyiannis (2005) que tém se dedicado a pesquisa sobre mecanismo de

resisténcia promovido pelas proteinas de efluxo dos Aspergillus fumigatus, A.
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flavus, A. terreus, A. niger, A. nidulans, A. ustus, A. lentulus, quando expostos
a acdo dos agentes antifungicos, como os azoles, e possivelemente alilaminas.

Neste trabalho, testou-se cepas de Aspergillus fumigatus IPP 21 e ATCC
40640, por se mostrarem resistentes a grande maioria dos 6leos essenciais
testados desde a triagem inicial do estudo. Para as duas linhagens de
Aspergillus fumigatus utilizadas, o valor da CIM para clorpromazina € o mesmo
0,08 pg/mL.

A clorpromazina (CPZ), inibidor da bomba de efluxo, foi incorporada ao
meio de cultura na concentragdo correspondente a %2 da CIM. Observou-se que
para a linhagem A. fumigatus IPP-21 e ATCC 40640, quando testados com
fluconazol, houve aumento dos valores das CIMs de todos os 6leos essenciais
(Tabela 14), sugerindo que ndo ha bomba de efluxo nestas cepas ou
provavelmente, o fluconazol ndo é substrato para a bomba de efluxo presente
nas cepas de A. fumigatus.

A tabela 15 mostra que A. fumigatus IPP-21 e ATCC 40640, quando
testados com anfotericina B, reduz os valores das CIMs de todos os 6leos
essenciais e da clorpromazina. Porém a reducdo da CIM da canela é mais
acentuda do que para os outros 6leos, sugerindo que a canela pode ser um
potencial inibidor de proteinas de efluxo, destas cepas. Quando a anfotericina
B é testada contra a cepa ATCC 40640, observamos reducdo acentuada de
todas as CIMs dos 6leos esenciais testados, indicando que a anfotericina B é
substrato para a bomba de efluxo nesta cepa, e que 0s 6leos essenciais séo
potenciais inibidores das proteinas de efluxo.
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Tabela 14 - CIM do antifungico Fluconazol (FLU), na presenca e auséncia do
inibidor da bomba de efluxo, clorpromazina (CPZ) e dos 6leos essenciais de

orégano, canela e manjerona.

Fluconazol
CIM (pg/mL)
A. fumigatus IPP 21 A. fumigatus ATCC 40640
FLU 2,56 pg/mL 5,12 yg/mL
CPZ 0,08 pg/mL 0,08 pg/mL
FLU + ¥4 CPZ <1,28 pyg/mL <2,56 pg/mL
FLU + % Orégano >1,28 pg/mL >5,12 pg/mL
FLU + ¥ Canela <1,28 pg/mL >2,56 pg/mL
FLU + ¥ Manjerona <1,28 pg/mL <2,56 pg/mL

Tabela 15 - CIM do antifungico Anfotericina B (AB), na presenca e auséncia do
inibidor da bomba de efluxo, clorpromazina (CPZ) e dos 6leos essenciais de

oréaano, canela e manijerona.

Anfotericina B

CIM (pg/mL)
A. fumigatus IPP 21 A. fumigatus ATCC 40640
AB 0,04 pg/mL 0,02 pg/mL
CPz 0,08 pg/mL 0,08 pg/mL
AB + ¥ CPZ >0,04 pg/mL <0,02 pg/mL
AB + ¥, Orégano >0,04 ug/mL <0,02 pg/mL
AB + ¥ Canela <0,02 pg/mL <0,02 pg/mL
AB + ¥4 Manjerona >0,02 ug/mL >0,02 pg/mL
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6. CONSIDERACOES FINAIS

»Na triagem inicial em meio solido, os 6leos essenciais de C. limonum, C.
aromaticus, E. uniflora e M. officinalis, ndo apresentam halos de inibicéo,
guando comparado aos demais 0leos;

»0Os Oleos essenciais e fitoconstituintes promissores foram testados
contra vinte e uma cepas fungicas. Foram definidas as CIMs capazes de
inibir de 50% a 90% das cepas fungicas;

»0Os oOleos essenciais de O. vulgare, O. majorana e C. zeylanicum,
justificam sua utilizagdo como compostos antifUngicos alternativos,
devido a sua alta capacidade fungistatica;

»0O tempo de exposicdo, das cepas fungicas aos Oleos essenciais, foi
importante na analise da cinética de morte fangica, ao avaliar as
leveduras e os fungos filamentosos, com pronunciado efeito fungicida
apo6s 4 horas de exposicéo;

»Nao houve diferenca significativa (p> 0,05), encontrada entre as
contagens das leveduras e fungos filamentosos frente aos Oleos
essenciais e o antifungico padrdo, cetoconazol, confirmando poder
fumigante dos 6leos;

»A andlise destas atividades fungicida e/ou fungistatica dos Oleos
essenciais mostraram baixos valores de CIMs e CFMs (<0,06uL/mL), para
0s Oleos essenciais de O. vulgare e C. zeylanicum frente aos
microrganismos, indicando que estes Oleos possuem alto poder de
letalidade;

» O Oleo essencial de O. majerona, mostrou CIMs e CFMs, com valores mais
altos (<2uL/mL), porém mesmo a CIM 2uL/mL, encontrada como sendo a
maior CIM de O. majerona, ainda é comparavel aos niveis séricos
alcancados pela anfotericina B, potente agente fungicida,

» O efeito fumigante, dos 0leos essenciais, quando analisado sob a luz da
microscopia optica, mostra que o possivel mecanismo de acdo destes

Oleos acontece por interferir na formacao da parede celular;
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»Foram observadas modificacdes como: foram diminuicdo do teor de
citoplasma (hifas vazias), a perda de pigmentagdo, desenvolvimento
distorcido de hifas e hifas vazias;

» O teste com o sorbitol, protetor osmético, teve o proposito de confirmar o
modo de acdo sugerido para alguns dos 6leos essenciais, no presente
trabalho;

»Observou-se que C. zeylanicum na auséncia de sorbitol, possui uma
CIM=0,015 pL/mL, e na presenca do sorbitol , CIM=0,15 pL/mL, CIM, dez
vezes maior que a concentracdo inicial, ou seja, a protecdo da parede
celular, causada pelo sorbitol, indica que este era o alvo do 6leo essencial
de canela;

»Observou-se que O. vulgare na auséncia de sorbitol, a CIM=0,015 pL/mL, e
na presenca do sorbitol , CIM=0,12 pL/mL, CIM, oito vezes maior que a
concentracgao inicial, ou seja, a protecdo da parede celular, causada pelo
sorbitol, indica que este era o alvo do 6leo essencial de orégano;

»0 Oleo de O. majorana teve seu CIM aumentado apenas quatro vezes o
valor da CIM sem o protetor osmaotico. mas a protecdo limitada com
sorbitol, nos permite sugerir interacdo inespecifica com outros alvos,
como esteroides de membrana, inibidores da sintese de DNA/RNA ou
atuacao sobre as topoisomerases fungicas;

»0O ensaio com a clorpromazina (CPZ), inibidor da bomba de efluxo, que
testa 0 mecanismo de resiténcia fungica, mostra que a CPZ possui
CIM=0,08ug/mL, quando testada com fluconazol (FLU) e apresentou
CIM<1,28ug/mL, contra os microrganismos A. flavus IPP21 e ATCC 40640,
mostrando que o fluconazol nédo é substrato para a bomba de efluxo ;

»Quando o teste acontece com anfotericina B (AB), a CPZ apresentou
discreta reducdo da CIM> 0,04 em comparacdo com a CIM da
clorpromazina sem o antifungico padrao, CIM=0,08ug/mL, mostrando que
AB, é substrato para a bomba de efluxo;

»A reducdo da CIM da canela com a CPZ é mais acentuda do que em
outros Oleos esenciais, CIM <0,02ug/mL, indicando que o antifingico AB é
substrato para a bomba de efluxo existente no microrganismo testado e

gue a canela é inibidor destas proteinas de efluxo;
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»Baseado nos resultados, sugere-se que 0s Oleos essenciais de C.
zeylanicum e O. vulgare, atuem como inibidores de parede celular,
processo este, mostrado pela microscopia Optica e pelo ensaio com o
sorbitol, sugerindo também que outros mecanismos de atividade estéo
sendo responsaveis pela expressiva acdo antifungica do 6leo essencial

de manjerona.
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7 . PERSPECTIVAS

Devido ao crescimento das infec¢cbes fungicas, cresce também, pela
comunidade cientifica, o interesse por novos agentes antifingicos menos
toxicos, mais seletivos e mais seguros.

O interesse pelos produtos naturais com efeito antifungico e maior
espectro de acdo contra cepas resistentes, assim como efeitos colaterais
reduzidos, tém sido alvo de uma busca incessante por parte de muitos
pesquisadores que reconhecem a grande capacidade antifUngica dos produtos
naturais, como extratos, O6leos essenciais e fitoconstituintes. No presente
trabalho, que precedeu o estudo pré-clinico, alguns Oleos essenciais se
mostraram agentes antifUngicos promissores para serem utilizados em
formulagcbes farmacéuticas sinergicamente aos antifUngicos padrbes ou
isoladamente em doses adequadas, apos

Formulacdes farmacéuticas que atuem com propriedades fungistéatica e
fungicida, inibidora de parede celular e inibidora de resisténcia fungica,
intrinseca aos Oleos essenciais estudados, € a partir do presente trabalho, um

novo desafio.
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