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RESUMO

COSTA, A.O.C.. Estudo in vitro e in silico da atividade antifingica dos isdbmeros R-(+) e S-(-)
citronelal sobre fungos do género Cryptococcus. 2017. 52f. Dissertacao (P6s-graduacdo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos, Farmacologia). UFPB/CCS — Jodo Pessoa — PB.

Cryptococcus neoformans é uma levedura patogénica oportunista, com ampla distribuicéo
geografica, capaz de infectar os mais variados tipos de animais. No homem, a criptococose acomete
principalmente o sistema nervoso central e pulmdes, com menor frequéncia a pele, apresentando-se de
uma forma geral com evolucdo grave e fatal. Individuos com o sistema imunol6gico comprometido
sd0 mais susceptiveis de desenvolver a criptococose, principalmente os acometidos pelo virus da
imunodeficiéncia humana. O tratamento convencional da criptococose utiliza antifingicos
potencialmente toxicos por longos periodos e que vém sendo alvo de resisténcia desses micro-
organismos, além dos elevados custos com o tratamento. Diante desse panorama, a busca por produtos
naturais com propriedades antifingicas tém sido uma alternativa promissora, com grande atencdo dos
estudiosos quanto a analise dos 6leos essenciais e seus constituintes. Dessa forma, a atual pesquisa,
teve por finalidade avaliar o efeito bioldgico dos isomeros R e S do fitoconstituinte citronelal, sobre
fungos do género Cryptococcus, o que podera conduzir a descoberta de uma molécula ao
desenvolvimento de um novo antiflngico, além disso, contribuir para a obtencdo de maiores
informacGes sobre o potencial farmacologico desse fitoconstituinte. Foi determinada CIM e a CFM,
dos compostos sendo 64 e 64 os valores para 0 R-(+) citronelal respectivamente, e 256 e 512,
respectivamente, para o S-(-) citronelal, sobre fungos do género Cryptococcus; Foi realizado o
antifungigrama das cepas de Cryptococcus Sp. com os antifingicos anfotericina B, fluconazol e
fluorcitosina onde observou-se uma resisténcia por parete do fluconazol e da flucitosina; Com isso foi
investigado a possivel interferéncia dos monoterpenos em estudo associados a atividade desses
antifingicos, observando que o R citronelal ndo apresentou efeito sinérgico aparente, enquanto o S
apresentou um efeito bem mais sinérgico, capaz ate de inibir as resisténcias causadas com o
fluconazol; Foi determinada a curva de morte microbiana dos isémeros R-(+) e S-(-) do
fitoconstituinte citronelal, sobre uma cepa previamente escolhida (FGF-3) e foram observados os
efeitos fungicidas do isémero S citronelal e efeito fungicida dependente de concentragdo do R
citronelal; suas variaveis In silico foram de boa prospeccdo. Concluindo que as substancias exibiram
uma boa atividade biol6gica e correlagdo com outros antifingicos, apresentando efeitos sinérgicos no
estudo de associacdo e suas variaveis In silico foram de boa prospeccao, caracterizando assim essas
substancias totalmente viaveis para que sejam continuados seus estudos.

Palavras chave: Cryptococcus; Citronelal; In silico; Associagdo; Cinética de morte



ABSTRACT

COSTA, A.O.C. Invitro and in silico evaluation of the antifungal activity of the R- (+) and S-(-)
citronelal isomers, aginst fungi of the genus Cryptococcus. 2017. 52f. Dissertacdo (P6s-graduacéo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Farmacologia). UFPB/CCS — Jodo Pessoa — PB.
Cryptococcus neoformans is an opportunistic pathogenic yeast with a wide geographical distribution,
capable to infect the most varied types of animals. In humans, cryptococcosis mainly affects the
central nervous system and lungs, less frequently the skin, presenting in general a serious and fatal
evolution. Individuals with deficient immune systems are more likely to develop cryptococcosis,
especially those afflicted with the human immunodeficiency virus. The conventional treatment of
cryptococcosis uses potentially toxic antifungals for long periods and they have been target of
resistance of these microorganisms, besides the high costs with the treatment. Given this panorama,
the search for natural products with antifungal properties has been a promising alternative, with great
attention of the students regarding the analysis of the essential oils and their constituents. Thus, the
present research aimed to evaluate the biological effect of the R and S isomers of the citronellal
phytoconstituent on fungi of the genus Cryptococcus, which could lead to the discovery of a molecule
to the development of a new antifungal, besides contributing to obtain more information on the
pharmacological potential of this phytoconstituent. MIC and MFC were determined, of the
compounds, being 64 and 64 the values for R - (+) citronellal respectively, and 256 and 512,
respectively, for citronellal S - (-), on fungi of the genus Cryptococcus; The antifungigram of the
strains of Cryptococcus sp. was carried out with the antifungal agents amphotericin B, fluconazole and
fluorocytosine where a resistance of fluconazole and flucytosine was observed; This study investigated
the possible interference of monoterpenes in the study associated with the activity of these antifungal
agents, noting that citronellal R did not present an apparent synergic effect, whereas S showed a much
more synergistic effect, even capable of inhibiting the resistance caused by fluconazole; The microbial
death curve of the R - (+) and S - (-) isomers of the citronellal phytoconstituent was determined on a
previously chosen strain (FGF-3) and the fungicidal effects of the citronellal S isomer and
concentration dependent fungicidal effect Of R citronelal; Its in silico variables were of good
prospecting. In conclusion, the substances exhibited a good biological activity and correlation with
other antifungal agents, showing synergistic effects in the association study and their in silico
variables were well prospective, thus characterizing these fully viable substances to be continued their
studies.

KEYWORDS: Cryptococcus; Citronelal; In silico; Association; Time-kill curve.
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1 INTRODUCAO

A Criptococose também conhecida como Torulose, Blastomicose Européia, Doenca de
Busse-Buschke é uma micose sistémica, que agride o homem e os animais, e utiliza como
principal forma de contaminagio a via inalatéria. E causada por um complexo de fungos
patogénicos do género Cryptococcus, que ganhou relevancia pelo seu carater de infeccdo
oportunista, acometendo pacientes imunocomprometidos ou ndo, podendo levar ao
desenvolvimento de dermatites, problemas respiratorios e nervosos (BRASIL, 2012).

Atualmente cerca de 70 espécies de Cryptococcus sdo descritas, porém, para fins
praticos, devem ser considerados patogénicos Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii, os quais destacam-se como 0s agentes etiolégicos mais comuns da criptococose
humana e animal, sendo mais raros 0s casos diagnosticados por outras espécies, como
Cryptococcus laurentii e Cryptococcus albidus (TAKAHARA, 2011; CARDOSO, 2012).

A espécie neoformans é cosmopolita, do ponto de vista epidemiol6gico e esta
relacionada a varias fontes ambientais como solo contaminados por excretas de aves,
principalmente, pombos domésticos (REOLON et al., 2004).

Cryptococcus neoformans € comun acometer individuos com Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV);
de 1980 a 2012, 6% dos casos notificados foram nesses pacientes. A segunda espécie mais
encontrada, gattii, € endémico nas regiGes Norte e Nordeste e apresenta alta letalidade, cerca
de 35% a 40% dos casos detectados. A doenca nédo é de notificagdo compulsoria, por isto 0s
dados sdo dispersos e pouco confidveis, o que dificulta gerar um concreto mapa de infeccéo e
areas mais afetadas e inviabiliza estabelecer a magnitude real da doenca no Brasil, aliado com
um desenvolvimento de resisténcia por algumas espécies aos antifingicos mais utilizados na
terapéutica, este fungo apresenta uma possibilidade de gerar uma maior patogenicidade e
dificuldade de tratamento. (BRASIL, 2012; MAY et al., 2016).

Entdo para combater esses micro organismos sdo langados méo de diversas estratégias
0 que inclui a busca de novas drogas naturais ou sintéticas com amplo espectro, capazes de
abranger cepas resistentes, mais que ao mesmo tempo nédo revelem tantos efeitos colaterais e
adversos, ou efeitos toxicos aos usuarios e que o tratamento tenha menor tempo de duragéo,
ou seja, o alcance de uma droga ideal. Os produtos naturais sdo fortes aliados ao

desenvolvimento de novos farmacos, ja que contribuiram para o desenvolvimento de



inimeras drogas de interesse clinico, muitas das quais, ainda sdo aplicados na terapéutica
moderna (CALIXTO et al., 2005).

Estudos realizados com ervas aromaticas, extratos, 0leos essenciais e constituintes
quimicos isolados, ttm demonstrado resultados satisfatorios em relacdo a inibicdo de
patdgenos oportunistas, patégenos primarios e de toxinas microbianas. E as principais classes
de compostos antimicrobianos de origem vegetal, encontramse atribuidas a metabdlitos
secundarios, relacionadas a alcaldides, lecitinas, polipeptideos, fendis e terpenos (SOUZA et
al., 2005; CATAO et al., 2010).

Nesse contexto, os terpendides sdo reconhecidos, por apresentar um enorme potencial
bioldgico, uma vez que varios de seus compostos monoterpénicos, ja revelou diversos
resultados positivos, o que inclui admiravel acdo antimicrobiana. Dentre esta classe de
compostos foi escolhido o citronelal por ja apresentar atividade contra algumas leveduras e
ndo apresentar resisténcia aparente, bem como bons resultados em testes realizados
anteriormente no proprio laboratorio (FRIEDMAN et al., 2004; ALI et al., 2005; QUI et al.,
2010; ZORE et al., 2011; OLIVEIRA et al, 2016).

Dessa forma, a atual pesquisa, teve por finalidade avaliar o efeito bioldgico dos
isdmeros R e S do fitoconstituinte citronelal, sobre fungos do género Cryptococcus, o que
podera conduzir a descoberta de uma molécula ao desenvolvimento de um novo antifingico,
além disso, contribuir para a obtencdo de maiores informagdes sobre o potencial
farmacologico desse fitoconstituinte e assim colaborar numa maior caracterizacdo das

propriedades farmacoldgicas que envolvem a classe de terpendides.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito biologico dos isdbmeros R-(+) e S-(-) do fitoconstituinte citronelal, sobre

fungos do género Cryptococcus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

Fungicida Minima (CFM) de R-(+) e S-(-) citronelal, sobre fungos do género Cryptococcus;

o Realizar o antifungigrama das cepas de Cryptococcus neoformans com 0s
antifungicos anfotericina B, fluconazol e fluorcitosina;

o Investigar a possivel interferéncia dos monoterpeno em estudo em associagdo
a atividade desses antifungicos;

° Determinar a curva de morte microbiana dos isémeros R-(+) e S-(-) do
fitoconstituinte citronelal, sobre os micro organismos estudados;

o Avaliar o potencial de atuacdo de R-(+) e S-(-) citronelal sobre as leveduras
testadas através da andlise in silico dos pardmetros absorcdo, distribuicdo, metabolismo,
excrecéo e toxicidade (ADMET).

11



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ASPECTOS GERAIS DO GENERO Cryptococcus

O género Cryptococcus caracteriza-se por leveduras encapsuladas que podem estar
dispersas no ambiente, tendo como habitat natural lugares umidos, alimentando-se de residuos
organicos, como excretas de pombos (RIBAS et al., 2013). A criptococose foi reconhecida
como doenga fangica do homem por Otto Busse em 1894, por meio de um corpusculo
redondo-ovalado, causador de uma lesdo na tibia de uma paciente e denominado
Saccharomyces hominis. No mesmo ano, Francesco Sanfelice isolou a mesma levedura
encapsulada a partir de suco fermentado de péssego. Em 1895, Sanfelice foi o primeiro
responsavel pelo isolamento de Cryptococcus sp. em animais, a partir de linfonodos de um
boi, e o chamou de Torulopsis neoformans (CORREA; CORREA, 1992).

Em 1901, Vuillerman e Klein isolaram o agente de uma lesdo pulmonar em suinos e
denominou os isolados de Busse de Cryptococcus hominis, e o isolado de Sanfelice de
Cryptococcus neoformans, ja que os isolados ndo eram fermentativos e ndo formavam
ascoporos, diferentes dos membros do género Saccharomyces. Em 1934, foi comprovado que
os dois eram um unico agente, que, em 1950, recebeu o nome de Cryptococcus neoformans.
Constituindo-se como uma levedura ndo-contagiosa, subaguda a crdnica, comumente
apresentando tropismo de sintomas nervosos ou respiratorios (CORREA; CORREA, 1992). A
etimologia da palavra Cryptococcus, oriundo da palavra grega "Kryptos”, significa
"escondido”, "secreto”, "misterioso”. Tal terminologia foi criada em 1833 por Kutzing
(HEITMAN et al., 2011).

Sdo fungos leveduriformes que se apresentam de forma globosa ou ovalada, medem
entre 2 a 4 um de diametro e ao seu redor possui capsula polissacaridica, a qual possibilita
resisténcia a dessecacdo. A capsula expressa pelo fungo C. neoformans é composta por
galactoxilomana (GAIXM), glicuroxilomana (GXM) e pequenas quantidades de
manoproteinas. GalXM e GXM induzem grupos de citocinas, e a GalXM induz a apoptose de
macrofagos por alteracbes morfoldgicas, ou seja além de ser um dos fatores de viruléncia do
fungo, capaz de possibilitar a sua vida intracelular, apresenta um forte mecanismo de evasao a
resposta imune celular (TAKAHARA, 2011; VILLENA et al.,2008). A diferenca das
estruturas das glicoronoxilomananas, de sua parede celular, permitiu a identificacéo dos cinco
sorotipos atualmente conhecidos A, B, C, D e AD (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003).
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Desde a sua identificacdo, a criptococose foi atribuida a uma unica espécie fungica,
Cryptococcus neoformans. No entanto, métodos moleculares aperfeicoados levaram a um
patdgeno, Cryptococcus neoformans var. Gattii, sendo classificado como uma espécie distinta,
Cryptococcus gattii, em 2002. Mais recentemente, as analises baseadas em sequenciacéo
genética tém destacado a complexa histéria evolutiva deste grupo e houve uma proposta de
divisdo adicional de C. neoformans em duas espécies (C. neoformans e Cryptococcus
deneoformans) e C. gattii em um total de cinco espécies (C. gattii, Cryptococcus
bacillisporus, Cryptococcus deuterogattii, Cryptococcus tetragattii e Cryptococcus
decagattii). (MAY et al., 2016)

Muitas pesquisas foram realizadas a partir do primeiro isolamento de Cryptococcus
neoformans, no entanto ainda ha muitos aspectos clinicos, epidemioldgicos e ecoldgicos
desconhecidos, em especial no Brasil. No Brasil, os primeiros relatos da doenca ocorreram
entre os anos de 1941 e 1944, descritos por Carlos da Silva Lacaz e Floriano de Almeida.
Quanto a epidemiologia do agente, ocorre grande heterogeneidade de distribuicdo dos
sorotipos e variedade em diferentes paises e regides de um mesmo pais. (NISHIKAWA et al.,
2003; PAPPALARDO; MELHEM, 2003).

A infeccdo ocorre, geralmente, pela via aerdgena, atraves da inalacdo de esporos
vidveis no ambiente, representados por leveduras desidratadas de locais com excretas
contaminadas, que se aloja primariamente nos pulmdes. Apos a infecc¢do, o Cryptococcus spp.
pode espalhar-se através da corrente sanguinea ou linfatica, tendo tropismo pelo sistema
nervoso central (SNC), manifestando normalmente meningite (CICHON et al., 2011;
TAKAHARA et al.; 2011).

3.2 TERAPEUTICA ANTIFUNGICA

Atualmente existe uma variedade de agentes antifingicos disponiveis, de
administracdo tdpica e sisttmica que sdo distribuidos em classes conforme o seu alvo de
atuacdo (MURRAY et al., 2014). Séo eles os polienos, inibidores da biossintese do ergosterol
(azolicos e alilaminas); antimetabdlicos (fluocitosina) e equinocadinas (que inibem a
formacéo da parede celular) (Figura 1).

Os polienos como nistatina, anfotericina B e suas formulagdes lipofilicas, séo
reconhecidos principalmente por atuarem de forma intensa na membrana celular flngica,

afetando diretamente o ergosterol, desestruturando-a, causando formacdo de canais, com
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perda de ions e moléculas, provocando ruptura e morte celular. Além disso, por ndo terem
especificidade somente ao ergosterol fangico (o que leva aos efeitos colaterais e adversos ao
ser humano com intensidade variavel conforme o polieno em questdo e sensibilidade do
paciente), atuam também intracelularmente provocando outros danos celulares, como o
envolvimento do bloqueio da cadeia respiratoria desses micro-organismos (CUENCA-
ESTRELLA, 2010).

De amplo espectro, a anfotericina B tem uso complexo na clinica, ja que expdem
muitos efeitos colaterais e adversos toxicos ao ser humano, pensando nisso, novas
formulagdes lipofilicas, contendo este antifungico como base, foram criadas, no intuito de
minimizar os efeitos danosos aos pacientes, a0 mesmo tempo buscando potencializar sua
atividade, no entanto, este poliénico e suas formulacdes, sdo direcionadas como segunda
escolha para o tratamento candidiase invasiva (MARTINEZ, 2006; PEREIRA; PAIVA, 2010).

Contemplando a maior classe de antifingicos sintéticos as drogas azolicas sdo
constituidas por duas familias que diferem no numero de nitrogénio no seu anel azol:os
imidazolicos (dois atomos de nitrogénio)como omiconazol, cetoconazol e econazol, por
exemplo; e os triazolicos (trés atomos de nitrogénio), como fluconazol, voriconazol,
itraconazol e posaconazol como representantes (MURRAY et al., 2014). De uma forma geral,
impedem a sintese do ergosterol (principal componente da membrana dos fungos que confere
controle na permeabilidade celular), por inibir a enzima principal na sua producdo a C-14-a-
desmetilase, 0 que causa acumulo 14-a-metilesterois, levando a inibi¢cdo do crescimento
fungico(CUENCA-ESTRELLA, 2010).

Com atividade semelhante aos azoélicos, as alilaminas (terbinafina e naftifina)
bloqueiam a sintese do ergosterol via esqualeno, causando seu acumulo na célula fangica e
reducdo na formacao do composto lipofilico (MURRAY et al., 2014).

Pertencente a classe das pirimidinas, a flucitosina, € o Unico antifungico,
antimetabdlico. Sua forma ativa 5-fluorouracil, convertido enzimaticamente no citoplasma do
fungo, atua intracelularmente comprometendo a formagdo do DNA e RNA e sintese protéica
(PFALLER, 2012; MURRAY et al., 2014).

As equinocandinas, atualmente sdo representados por micafungina, caspofungina e
anidulafungina e agem na parede celular inibindo a enzima [-(1,3)-D-glucanosintase,
comprometendo a estabilidade dessa estrutura, com extravasamento de componentes levando
a morte do fungo (PIGATTO; UCHOA; COSTA, 2009; CORTES; RUSSI, 2011).
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Figura-1: Mecanismo de acdo dos agentes antifungicos conforme seu alvo de atuacéo.
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Fonte:KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012.

O tratamento da criptococose vem convencionado a utilizagdo de medicamentos
padronizados pelo NIAID (National Institute of Allergy and Infectious Diseases), através do
Mycoses Study Groups, Infections Diseases Society of America. Dentre estes agentes
antifingicos, € mais comum o uso da anfotericina B, 5-fluorocitosina e fluconazol ou
itraconazol, administrados em associacdo ou de forma individualizada. No inicio do
tratamento pode ser usado a Anfotericina B associado a 5-fluorocitosina, onde para

tratamentos mais prolongados é recomendado o uso do fluconazol (PERFECT et al., 2010).

3.3 RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

A falha na terapéutica aos agentes antifingicos pode ser de causa aplicada ao
fendmeno “resisténcia”, observada in vitro e in vivo. A primeira é classificada em intrinseca,
quando o proprio micro-organismo naturalmente € resistente anterior a exposicdo ao
antifingico; e adquirida quando esse é vinculado a alteracGes génicas no proprio fungo
ocorrendo ap6s entrar em contato com antifungico, podendo esta ser reversivel, ou
persistente; a in vivo € direcionada a resisténcia clinica que corresponde a soma de varios
fatores, relacionados ao estado imunoldgico do hospedeiro, ao agente antifungico no que diz
respeito, ao comportamento farmacocinético e farmacodindmico e a espécie responsavel pelo
processo infeccioso (SANGLARD; ODSS, 2002; PFALER; SHEEHAN; REX, 2004,
PFALLER; DIEKEMA, 2007; ESPINEL-INGROFF, 2008). De um modo geral independente
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de qual seja a resisténcia em questdo, os fatores mais importantes para o desenvolvimento
deste fendmeno estéo atribuidos ao paciente (SILVA; DIAZ; FEBRE, 2002).

Varios mecanismos moleculares estao relacionados a resisténcia antifingica (Figura-
2). Podem-se incluir as alteracdes no alvo molecular do farmaco, super expressdo de bombas
de efluxo, alteragcBes na biossintese do ergosterol, perda de porinas, “superexpressdo” da
molécula alvo e producdo de enzimas fungicas degradantes ao farmaco (GHANNOUM;
RICE, 1999; SANGLARD; ODDS, 2002).

Figura-2: Mecanismos moleculares de resisténcia aos antiflngicos.
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1-Bloqueio da entrada do antiflngico; 2-Bombeamento da droga para 0 meio extracelular; 3-Producéo e agdo de

enzimas que degradam o farmaco inativando-o; 4-Via metabdlica alternativa que “burla” a via do qual o
antifngico apresentaria atividade; 5-Superproduc¢do do alvo do antifingico; 6-Alteracdo do alvo;7- Inativacéo
de enzimas necessarias para obtengdo da forma ativa da droga.

Fonte:Adaptado de LOURENCO, 2015.

Embora a resisténcia ambiental seja rara, a resisténcia adquirida é observada com as
trés classes de antifingicos em uso contra Cryptococcus spp., ho caso dos polienos, o alto
indice de exposicdo a anfotericina B foi capaz de gerar resisténcia ocorrida por uma mutagédo
na sintese de ergosterol e consequentemente mudanca da ligacdo deste antifungico. Como a
fluorcitosina e o fluconazol apresentam um efeito majoritariamente fungistatico, sua
capacidade de gerar resistencia nas cepas estudadas é mais elevada, com mudancas no sitio de
ligacdo da fluorcitosina ou superexpresséo de genes que o fluconazol inutiliza ou a producéo
de bombas que colocam o fluconazol para fora da celula fungica (ERG 11 e AFR1

respectivamente). (SIONOV et al., 2010; MAY et al., 2016)
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3.4 TERAPIA COMBINADA

A necessidade de se buscar a interatividade entre antifingicos é que esta resulte em
um efeito sinérgico de forma que se obtenha uma ou mais interacfes que permitam: a
melhoria na penetracdo de uma molécula na célula fungica, gracas a acdo da outra droga que
possa atuar na membrana; um aumento no espectro antifungico; o desempenho em conjunto e
sequencial pelos antifingicos na mesma cadeia biossintética essencial para a sobrevivéncia da
célula fangica; alteracdes na atividade na bomba de efluxo, pela atuagcdo do outro presente;
blogueio mdaltiplo de alvos; reducdo da dose e toxicidade de um farmaco; aceleracdo da
resposta terapéutica, encurtando-o a duracdo do tratamento e reducdo a taxa de
desenvolvimento de resisténcias (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2004; FOHRER et al., 2006).

A terapia combinada é recomendada em casos quando a monoterapia convencional
vem apresentado resultados insatisfatérios frente ao micro-organismo infectante no paciente.
O uso associado entre antifingicos convencionais é observado em estudos tanto in vitro como
na clinica, sendo este Gltimo geralmente empregado de forma empirica (MINON et al., 2007;
LEDEZMA; MANISCALCHI; ESPINOZA, 2008; GADEA; MENSA, 2008).

Entretanto, limitagbes nas combinagfes entre antifungicos convencionais sao
frequentes, nem sempre o resultado da combinacdo é alcangado por um efeito sinérgico, mas
numa inducdo de maior toxicidade, competitividade entre os farmacos (GADEA, MENSA,
2008). O intuito pelo o qual varios estudos combinatorios entre antifungicos e produtos
naturais vém sendo desenvolvidos é de que haja uma interferéncia que reduza ou supere

aquelas atribuidas aos agentes antifingicos disponiveis na terapéutica.

3.5 ESTUDO DA TOXICIDADE E FARMACOCINETICA DE COMPOSTOS NATURAIS,
SUJEITO AO DIRECIONAMENTO DE NOVOS FARMACOS

O planejamento de novos farmacos € um processo arduo, que requer tempo e
investimento aplicado a pesquisa e o desenvolvimento. Calcula-se que para obter uma nova
droga segura e eficaz ao consumo humano, seja necessario entre 15- 25 anos, com um gasto
de 800 a 1,4bilhdes de dolares (GELDENHUYS et al., 2006). Uma das raz0es participativas
na delonga a esse processo trata-se do insucesso apresentado em 50% do desenvolvimento de
um novo farmaco em decorréncia do perfil farmacocinético e toxicoldgico inapropriado.

Assim, promover a determinacdo dos parametros farmacocinéticos e de toxicidade (ADMET)
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para moléculas em estudo, sdo importantes, para definir a sua biodisponibilidade e os
possiveis efeitos toxicos, o que contribui na reducdo de tempo e custo no processo de
investigacao e desenvolvimento de novas drogas (HANSCH et al, 2004).

Desta forma, a utilizacdo de ferramentas de previsdo assistida por computador
desempenha um papel essencial, quanto a se enquadrar em um dos Vvarios métodos
alternativos na avalicdo de forma répida e reprodutivel, das propriedades toxicologicas e
farmacologicas, de compostos existentes e hipotéticos, bem como de modelos in vitro
(ANGELO et al, 2006; SRINIVAS et al, 2014).

Neste contexto, estudos com modelos in silico, vem se destacando, uma vez, que estdo
sendo direcionados a avaliacdo de toxicidade de moléculas no meio metabolico de mamiferos,
onde sua utilizagdo é admitida por se encontrar num ambiente regulatério e estimulada pela
legislacdo recente (MARCHANT, 2012; ANVISA, 2014).

3.6 R-(+)e S-(-) CITRONELAL

Os oleos essenciais, um complexo aroméatico que contém uma mistura de diversos
fitoconstituintes quimicos oriundos do metabolismo secundario das plantas, ja revelou e
continua a revelar em todo o mundo inimeras propriedades bioldgicas exercidas sobre
animais, plantas e seres humanos (BASER; BUCHBAUER, 2010); sendo este perfil um
reflexo da sua rica composi¢do quimica, que varia entre dois grupos de estruturas de baixo
peso molecular: os terpendides e compostos aromaticos alifaticos (BAKALLI et al., 2008).

Os terpenos se enquadram como 0 grupo mais importante na composicdo dos 6leos
essenciais. Formado pelas combinagGes entre as unidades de isoprenos (Cs), geram moléculas
estruturalmente e funcionalmente distintas que s@o classificadas segundo a quantidade de
unidades isoprénicas existentes no seu esqueleto de carbono. Os terpenos mais comuns séo
monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis) e diterpenos (Czo), que podem passar a ser
denominados de terpenoides quando apresentarem oxigénio na sua molécula (BAKALLI et
al., 2008).

Vérias propriedades farmacolGgicas sobre terpenoides encontram-se dispostos na
literatura, com destaque para 0s monoterpenoides. Pesquisas com citral e uma derivacao sua,
o citral-epoxi, apresentaram uma boa atividade antimicrobiana, mostrando ser mais eficaz
contra cepa de Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) do que os antibidticos
acido nalidixico, ampicilina e nitrofurantoina (SADDIG; KHAY YAT, 2010). O timol oriundo
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do 6leo de Lippia gracilis Schauer, revelou atividade anti-inflamatéria e cicatrizante em
roedores (RIELLA et al., 2010). Em outro estudo, as concentracGes subinibitorias de eugenol
foram capazes de reduzir a produgdao de exotocinas SEA e SEB e a-hemolisina de
Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA) e bem como de sua forma
sensivel,.quando foram avaliadas as suas expressfes transcricionais e niveis fenotipicos
(QIU etal., 2010).

Os aldeidos estéo entre os antimicrobianos mais efetivos e dois exemplos que podem
ser citados sdo o formaldeido e o glutaraldeido. Eles inativam proteinas formando ligacoes
cruzadas covalentes com varios grupos funcionais orgénicos nas proteinas (-NH2, -OH, -
COOH e —SH) (TORTORA et al., 2008).

O citronelal (3,7-dimeti I-oct-6-enal) (Fig. 3), também conhecido como Rhodinal, é
um monoterpeno biologicamente ativo, formado pelo metabolismo secundario de plantas, E
tipicamente isolado como uma mistura ndo-racémica dos enantidmeros R e S por destilacdo
com arraste de vapor ou extragdo por solventes dos 6leos de Corymbia citriodora (Hill e
Johnson) e Java citronella, no 6leo essencial de Cymbopogon nardus existe apenas o isbmero
(+)-(R)-citronelal. Alternativamente é também encontrado em outros 50 6leos essenciais;
juntamente com citral, geranial, linalol e citronelol, o citronelal € um dos mais importantes
monoterpenos (PYBUS & SELL, 1999).

Ligeiramente sollvel em &gua, trata-se de um liquido incolor bastante instavel que
apresenta um agradavel odor de limdo, porem menos doce e frutado que o citral. Possui ponto
de ebulicdo em 201-207°C, densidade de 0,855 g/cm3, massa molar de 154,25 g/mol e um
centro estereogénico, que permite a existéncia das formas dextrogira (+) R e levogira (-) S. E
largamente utilizado na fabricacdo de fragréncias e perfumes, repelentes e de outros quimicos
aromaticos. Além disso o citronelal possui atividades antimicrobianas constatadas, sobre

bactérias e fungos do género Fusarium e Candida.( SEIXAS et al, 2011).

Figura 3- Citronelal, estrutura molecular.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAL DO TRABALHO

Os ensaios laboratoriais referentes ao estudo da atividade antifungica foram realizados
no Laboratorio de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de
Ciéncias da Saude (CCS), Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.2 SUBSTANCIAS

As substancias R-(+) e S-(-) Citronelal, que foram o objeto de estudo dessa pesquisa,
foram obtidos da SIGMA-ALDRICH®/USA.

4.3 MEIOS DE CULTURA

Para a manutencdo das cepas e ensaios da atividade antifingica, foram utilizados o
Agar Sabouraud Dextrose — ASD, Caldo Sabouraud Dextrose — CSD (DIFCO
LABORATORIES/ USA/FRANCE) e RPMI 1640-L-glutamina (LGC
BIOTECNOLOGIA/BRASIL), os quais foram preparados segundo as descri¢cbes dos
fabricantes. Anterior a sua utilizacdo, os meios foram solubilizados em agua destilada e

esterilizados em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

4.4 CEPAS FUNGICAS

Para os ensaios de atividade antifungica, foram utilizadas 10 cepas da espécie
Cryptococcus neoformans que pertencem a MICOTECA do Laboratério de Micologia,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba. Todas as cepas foram mantidas em Agar Sabouraud
Dextrose a temperatura de 4 °C. Sendo utilizados para os ensaios repiques de 36-72 horas em

Agar Sabouraud Dextrose, incubados a 35+2 °C.

4.5 INOCULO

Para preparacdo do indculo, culturas de Cryptococcus spp. foram semeadas em meio
nutriente e incubadas a 35+2 °C por 36-72 horas. Col6nias dessas culturas, foram suspensas
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em solucéo de NaCl 0,85% estéril e ajustadas de acordo com o padrdo 0,5 de McFarland, para
primeiramente  obter um inéculo de 10° UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991;
HADACEK, GREGER, 2000).

4.6 ANTIFUNGICOS

Para controle dos ensaios de atividade antifungica foi utilizado como antifingico
padrédo a anfotericina B, que foi adquirida da Sigma-Aldrich®. Alem da anfotericina B, foram
utilizados os antifangicos fluconazol e fluocitosina, impregnados em discos obtidos do
CECON (Centro de Controle e Produtos para Diagnosticos Ltda/ Sdo Paulo-SP), nos testes de
identificacdo do perfil de sensibilidade das cepas fungicas (Antifungigrama) e no estudo de

associacdo com os isdbmeros do citronelol.

4.7 ENSAIOS ANTIFUNGICOS

4.7.1 Determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima — CIM

Os ensaios de atividade antifungica foram realizados conforme os protocolos de
Cleeland; Squires (1991), Hadacek; Greger (2000) e CLSI (2002). A determinacéo da CIM de
R-(+) e S-(-) Citronelal, sobre cepas de Cryptococcus, foi realizada através da técnica de
microdiluicdo em caldo, utilizando placas para cultura de células contendo 96 pocos (KASVI/
ITALIA). Inicialmente, foram distribuidos 100 uL de Caldo RPMI duplamente concentrado
nos orificios das placas de microdiluicao. Em seguida, 100 pL da emulsao do produto teste
também duplamente concentrado, foram dispensados nas cavidades da primeira linha da
placa. E por meio de uma diluigdo seriada a uma razao de dois, foram obtidas concentragdes
de 1024 pg/mL até 32 pg/mL. Por fim, foi adicionado 10 uL dos indculos de Cryptococcus
nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa fungica, especificamente.
Todo o ensaio foi realizado em duplicata. As placas preparadas e assepticamente fechadas
foram submetidas a incubacdo numa temperatura de 35+2 °C por 36-72 horas. A CIM foi
definida como a menor concentracdo do produto, capaz de produzir inibi¢do visivel sobre o
crescimento fangico verificado nos orificios, quando em comparacdo com seu controle. O
resultado serd expresso pela média geométrica das CIM’s obtidas nos dois ensaios.

A atividade antimicrobiana de R-(+) e S-(-) Citronelal foi interpretado e considerado

como ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL~= forte/6tima atividade;
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600-1500 pg/mL= moderada atividade; > acima de 1500 pg/mL~=fraca atividade ou produto
inativo (HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).

4.7.2 Determinacdoda Concentracao Fungicida Minima-CFM

Apoés leitura da CIM, com ajuda de uma alga calibrada, aliquotas de 10 pL do
sobrenadante das cavidades onde foi observada completa inibicdo do crescimento fungico
(CIM, CIM x2 e CIM x4) nas placas de microdilui¢do, foram semeadas em placas (INLAB -
90x15mm) contendo Agar Sabouraud Dextrose e incubadas por 36-72 horas a 35+2 ° C. A
CFM foi considerada como a menor concentragdo em que ndo houve crescimento ou que 0
crescimento for inferior ou igual a 3 unidades formadoras de coldnias (aproximadamente 99 a
99,5 % de atividade de morte). Apos a coleta de resultados sera realizado o calculo da razao
CFM:CIM e caso menor ou igual a dois, caracteriza assim um efeito majoritariamente
fungicida segundo o Clinical and Laboratory Standard Institute (ESPINEL-INGROFF et al.,
2002; CLSI, 2009).

4.7.3 Antifungigrama: Teste de Sensibilidade das cepas fungicas

O teste de suscetibilidade das cepas de Cryptococcus spp. aos antifungicos foi
realizado por difusdo em disco, que segue 0 método adaptado de Kirby Bauer (1966). Com o
uso de Swab estéril, um volume de aproximadamente 1mL da suspensdo flngica serad
semeado sobre a superficie sélida de ASD contidos em placas lisas estéreis (INLAB -
90x15mm). Discos de papel com didmetro de 6,35 mm impregnados com o antifingico, em
concentracBes especificas, foram aplicados sobre ASD. Em seguida, as placas foram
incubadas a 35+2 °C por 36-72 horas. A leitura ocorreu por avaliagdo do halo de inibicdo de
crescimento do mico-organismo frente aos antifingicos. Estes serdo classificados como
sensivel e resistente, segundo as especificacdes recomendadas pelo fabricante, o Centro de
Controle e Produtos para Diagnosticos Ltda — CECON/SP.(Anexo 1)

4.7.4 Estudo da associacdo de R-(+) e S-(-) Citronelal com anfotericina B
fluconazol e Fluocitosina.

Para o estudo de associacdo de R-(+) e S-(-) Citronelal, sobre os antifungicos, foi
utilizada a técnica de difusdo em disco em meio solido utilizando discos de papel filtro
(OLIVEIRA et al., 2006). Uma aliquota de 10uL da CIM do produto testes foi transferida
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para os discos contendo os antibioGticos nas suas respectivas concentracdes, sendo em seguida
alocados em placas de Petri estéreis (INLAB - 90x15mm) contendo o meio Agar Sabouraud
Dextrose — ASD que previamente foi inoculado com swab estéril das suspensdes fungicas.
Posteriormente, as placas foram incubadas a 352 °C por 36-72h, seguido da realizagdo de
sua leitura (KONEMAN et al., 2008; OSTROSKY et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2006).

O efeito interferente da combinacdo R-(+) e S-(-) Citronelal mais antifingicos foi
avaliado conforme a metodologia descrita por Cleeland; Squires (1991):

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

e Efeito antagOnico: considera-0 quando a combinagdo fitoconstituinte com o
antifangico, resultar em um halo de inibicdo com um didmetro menor do que o obtido
pelo o antibidtico sozinho.

e Efeito indiferente: determina-o, quando a formacgéo do halo de inibigéo resultante da
combinacdo, obter o mesmo diametro do antifungico quando avaliado
individualmente.

Os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados serdo obtidos pela média
aritmética dos didmetros formados nos dois ensaios paralelos.

4.7.5 Efeito dos produtos teste isolados e associados a antifungicos convencionais

sobre a cinética do crescimento fungico

O estudo da interferéncia do produto teste isolado ou associado ao antifingico sobre
curva de tempo de morte das cepas fungicas foi realizado utilizando a metodologia de Klepser
et al. (1998) com algumas modificacbes. Neste ensaio, frente as concentracBes inibitorias
minimas do produto, bem como, de sua associa¢do com o antifingico padrdo, foi observado o
comportamento das cepas de leveduras selecionadas ao longo de 24 h. Inicialmente, 1 mL da
suspensdo de leveduras foi inoculado em 9 mL de caldo Sabouraud contendo fitoconstituinte e
o0 antifangico padrdo (em concentragfes correspondentes a CIM do produto isolado). Também
foi realizado o experimento controle, com crescimento livre de antifungico. Nos intervalos 0
h, 2 h, 4 hy 8 h e 24 h ap6s a incubagdo, uma aliquota de 10 pL desse indculo foi
uniformemente semeada em placa de agar Sabouraud dextrose. As placas inoculadas foram
incubadas a 35+2 °C por 48 horas.

O experimento foi realizado em duplicata. As curvas expressando o resultado foram

construidas plotando a contagem média de coldnias (logioUFC/mL) em funcdo do tempo
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(horas) com o auxilio do programa GraphPadPrism. Foi considerada atividade fungicida da
droga as concentracdes que apresentaram uma reducdo no crescimento maior ou igual a 3
10g10 (= 99,9%) a partir do indculo inicial, e atividade fungistatica quando houver redugido no

crescimento menor que 3 logio (< 99,9%) UFC/mL (Endo et al., 2010).

4.4-ENSAIQS in silico

4.4.1 Passonline

O espectro de atividade bioldgica de um composto quimico € o conjunto de diferentes
tipos de atividade biolégica, que refletem os resultados de interacdo do composto com Varias
entidades bioldgicas. Previsdo do espectro de atividade para substancias (PASS) online é um
software destinado para avaliar o potencial biolégico geral de uma molécula organica sobre o
organismo humano. Este programa fornece previsdes simultdneas de muitos tipos de
atividades bioldgicas com base na estrutura dos compostos organicos. Pass online da varias
facetas da acdo bioldgica de um composto, obtendo os indices Pa (probabilidade " de ser
ativo") e Pi (probabilidade "de ser inativo™) estimando a categorizagdo de um composto
potencial em ser pertencente a subclasse de compostos ativos ou inativos, respectivamente.
Este teste foi realizado com os isomeros R e S citronelal e seus resultados expressos em uma
tabela quando seu Pa fosse > 70 %. (SRINIVAS et al., 2014).

4.4.2 Andlise in silico dos parametros absorcdo, distribuicdo, metabolismo,

excrecdo e toxicidade-ADMET

Para a andlise dos parametros farmacocinéticos e toxicidade tedrica do R-(+) e S-(-)
Citronelal, foi realizada a avaliagdo in silico dos parametros ADMET (Absorcdo,
Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade), pelo o programa Osiris Property

Explorer (Disponivel em: HTTP://www.organic-chemistry.org/prog/peo/). Nesta analise

foram determinados os valores de logP, correspondente a lipofilicidade do composto;
“druglikeness”, que avalia a frequéncia de ocorréncia de fragmentos comuns a fdrmacos
cormeciais ¢ “drug score”, que combina “druglikness”, cLogP e outras propriedades como a
massa molecular (TECKTO, 2005). Na avaliacdo in silico dos riscos toxicologico
relacionados ao fitoconstituinte estudado, foi efetuado a andlise tedrica de efeitos mutagénico,

tumorigeénico, irritante e sobre a reproducdo (ABREU, 2008).
24


http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/

Para avaliar a biodisponibilidade oral tedrica de do R-(+) e S-(-) Citronelal, foi
utilizado a “Regra dos Cinco” de Lipinski, que estabelece que pelo menos trés de quatro
requisitos devem ser apresentados para que o composto possua uma boa biodisponibilidade
oral tedrica. Assim, para que compostos sejam absorvidos devem possuir peso molecular 500
daltons (Da), coeficiente de particdo octanol/agua calculado (cLogP) 5, nimero de aceptores
de ligacdo hidrogénio (nALH) 10 e nimero de grupos doadores de liga¢do hidrogénio (nDLH)
5 (LIPINSKI et al., 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS ANTIFUGICOS

5.1.1 Determinacgéo da CIM e CFM

Neste estudo o método de escolha para determinar a CIM e CFM foi o de
microdiluicdo, apesar de atualmente existirem varios métodos que podem ser utilizados para
avaliar a atividade antifingica de produtos naturais, como difusdo em agar e macrodilui¢do. A
escolha do método de microdilui¢do foi dada por apresentar-se como uma técnica simples, de
baixo custo, alta reprodutibilidade e possibilitando a utilizacdo de pequenas quantidades de
meio de cultura e muitas cepas fungicas. (CLEELAND, SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998).

Nesta técnica podemos avaliar de forma quantitativa a concentracdo que é capaz de
inibir o crescimento livre do fungo. Os resultados da determinacgédo da CIM do fitoconstituinte
de R-(+) Citronelal, sobre cepas de C. neoformans, estdo expressos na tabela 1.

Tabela 1 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do fitoconstituinte R-(+) Citronelal, sobre
cepas de Cryptococcus neoformans.

R (+) Citronelal (ug/mL)

C. neoformans Controle da cepa
CIM CFM
FGF-3 64 64 N
FCF-10 64 64 N
ICB-59 64 64 +
LM 119 64 64 .
LM 230 256 512 N
LM 615 256 256 N
LM 1401 64 64 .
LM 1909 64 64 N
LM 2601 64 128 +
LM 6109 64 128 +
(+): Crescimento da levedura Fonte: Pesquisa direta, 2016.
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O composto R(+)-Citronelal, apresentou uma CIM de 64 pg/mL em 80 % das cepas
estudadas, sendo mais resistentes as cepas: LM-230 e LM-615; que apresentaram uma CIM
de 256 ug/mL. Segundo Sartoratto e colaboradores (2004), produtos com CIM entre 50 e 500
pmg/mL apresentam forte atividade antimicrobiana, entre 600 e 1500 pg/mL moderada
atividade antimicrobiana, e acima de 1500 pg/mL fraca atividade antimicrobiana. Segundo
esta classificagdo, os produtos testados no presente estudo apresentaram forte atividade
antimicrobiana frente as cepas de C. neoformans.

As concentrac@es fungicidas minimas (CFM) variaram de 64 pg/mL (60% das cepas);
128 nug/mL nas cepas LM-2601 e LM-6109; 256 pug/mL na cepa LM-615; e 512 pg/mL na
cepa LM-230. Sendo assim, todas as cepas apresentaram uma razdo CFM:CIM menor ou
igual a dois, caracterizando assim um efeito majoritariamente fungicida segundo o Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2009). Porem a cepa LM-230 apresentou valores
mais elevados que a media da substancia, e as cepas LM-2601 e LM-6109 caracterizando a
formacdo de algum mecanismo de resisténcia.

O R(+)-Citronelal € o composto principal do 6leo de citronela (Cymbopogon nardus) e
sua atividade biologica ja foi definida sobe bactérias de importancia alimentar do género
Listeria sp., Staphylococcus sp. e Salmonella sp., apresentando atividade tanto na sua forma
natural como substituida, com radicais fenilselénicos, para que fossem melhorados seus
parametros farmacocinéticos (VICTORIA et al., 2012).

O fitoconstituinte S-(-) Citronelal apresentou uma concentracdo inibitéria minima
(CIM) de 256 pg/mL em 80 % das cepas testadas, sendo as mais resistentes a LM-2601 e LM-
6109 que apresentaram uma CIM de 512 pg/mL. Segundo os pardmetros estabelecidos por
Sartoratto e colaboradores (2004), o S-(-) Citronelal ainda se encaixa como forte atividade
antimicrobiana. Resultados expressos na Tabela 2.

A concentracdo fungicida minima (CFM) apresentada foi majoritariamente 512 pug/mL
( 70 % das cepas), onde as cepas FGF-3; FCF-10; e ICB-59 apresentaram uma CFM de 256
ug/mL. Apresentando-se mais homogéneo em suas concentracdes inibitorias, a substancia S-
(-) Citronelal também apresenta caracteristicas fungicidas, visto que sua razdo CFM:CIM é
menor ou igual a dois, caracterizando assim um efeito majoritariamente fungicida segundo o
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2009).
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Tabela 2- Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do S-(-) Citronelal, sobre cepas de
Cryptococcus neoformans.

S-(-) Citronelal (ug/mL)

C. neoformans Controle da cepa
CIM CFM

FGF.3 256 256 R
FCF-10 256 256 +
ICB-59 256 256 "
LM 119 256 512 +
LM 230 256 512 +
LM 615 256 512 +
LM 1401 256 512 +
LM 1909 256 512 ¥
LM 2601 512 512 ¥
LM 6109 512 512 "

(+): Crescimento da levedura Fonte: Pesquisa direta, 2016.

Alguns pesquisadores afirmam que a atividade de dleos essencial é atribuida
principalmente ao seu componente majoritario. No caso de Prashar et al. (2003), ele descreve
a atividade antifingica do 6leo essencial de palmarosa (Cymbopogon martinii) frente a
Saccharomyces cerevisae e considera que é atribuida ao contetdo de geraniol — componente
majoritario deste 6leo. Entretanto, Lee et al. (2008) verificaram que o componente majoritario
do dleo essencial de Eucalyptus citriodora, o aldeido citronelal, ndo exerceu atividade
antifungica frente a fungos fitopatégenos como Phytophthora cactorum, Cryponectria
parasitica e Fusarium circinatum.

Mais recentemente Seixas et al.(2011), observaram um maior efeito de inibi¢cdo do
0leo essencial do capim-citronela no crescimento micelial do fungo Fusarium subglutinans
em relacdo ao composto citronelal, podendo este efeito ser devido ao sinergismo existente
entre os compostos do 6leo essencial do capim-citronela, que atuam de forma conjunta, o que
propiciou um maior efeito fungistatico do que o composto citronelal.

Em contrapartida a estes estudos, os presentes resultados demonstram uma forte

atividade dos dois isdbmeros do fitoconstituinte citronelal. Corroborando com outros ensaios
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realizados por microdiluicdo. Neste caso, espécies fungicas como Candida krusei, C.
parapsilosis, Aspergillus fumigatus, A. flavus e Rhizoctonia solani foram sensiveis a
citronelal, pois obtiveram-se valores de CIM entre 314,9 e 500 pg/mL (MESA-ARANGO et
al., 2009).

Também em conformidade com o presente estudo, Oliveira (2016) determinou a
atividade antifingica de um derivado da molécula do citronelal, o composto 7-hidroxi-
citronelal, contra cepas do género Candida, encontrando uma CIM e CFM de 256 pg/mL e
512 pg/mL, respectivamente. Estes valores determinam uma caracterizagcdo da atividade
antifngica do terpeno citronelal contra espécies fungicas, mesmo de diferentes géneros,
qualificando assim esta molécula como potente arma no uso da terapéutica antifungica atual.

As cepas de Cryptococcus neoformans, utilizadas no estudo, apresentaram-se

totalmente viaveis de acordo com o controle de crescimento livre de substancias antifungicas.

5.1.2 Analise do perfil de sensibilidade das cepas frente a antifungicos

Os resultados da andlise do perfil de sensibilidade de cepas de C. neoformans a
anfotericina B, fluconazol e 5-fluorocitosina estdo expressos na tabela 3.

Os dados apresentados, em relacéo a anfotericina B demonstram que todas as cepas de
C. neoformans foram sensiveis, de acordo com as especificagdes do fabricante (CECON/SP),
que caracteriza um halo de inibi¢cdo maior que 10 mm relacionado a uma CIM < 1ug/mL.

Estudos de suceptibilidade realizados na década de 80 utilizando a Anfotericina B
como objeto de estudo frente a 24 cepas de 3 especies do género Cryptococcus
sp.,apresentaram valores de CIM semelhantes aos atuais, assim figurando que estes micro-
organismos nao tem a mesma capacidade de resisténcia adquirida apresentada com o0s
antifungicos azolicos (BAVA; NEGRONI ,1989).

Em contrapartida nos estudos de Arechavala et al, (2009), a Anfotericina B apresentou
um valor de CIM < lpg/mL em todas as 265 cepas isoladas de C.neoformans em pacientes
acometidos com HIV, entrando em conformidade com os resultados obtidos no presente
estudo. Ainda segundo esse autor, ele cita que o uso prolongado de antifungicos derivados
azolicos, como o Fluconazol, pode gerar uma resisténcia fungica e assim aumentar a

concentra¢do necessaria para que ocorra a sua inibicdo de crescimento.
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Tabela 3- Resultados do antifungigrama de Anfotericina B, Fluconazol e 5-Fluorocitosina

sobre cepas de Cryptococcus neoformans. Valor do halo de inibicdo expresso em milimetros

de diametro.
Antifungicos
Leveduras Anfotericina B Fluconazol 5-Fluorocitosina Controle
(100pg) (25u9) (10p9) da
_ levedura
FGF-3 260) 530) gR) n
FCF- 10 24©) o® o® +
ICB- 59 220 180 o® +
LM- 119 200 gR) 100 +
LM- 230 200) o®) o®R) +
LM- 615 210 10® oR) +
LM- 1401 200 25() o® +
LM- 1909 256) 20©) o®) +
LM- 2601 216 10M gR) +
LM- 6109 180 170 o®) +

(S): Sensivel; (I): Intermediario; (R): Resistente; (+): Crescimento da levedura. Fonte: Pesquisa direta, 2016.

Frente ao fluconazol, 3 cepas foram sensiveis (30%), caracterizado por um halo de
inibicdo maior ou igual a 19mm, sendo considerado sua CIM em torno de 8ug/mL segundo as
especificacbes do fabricante (CECON/SP). Duas apresentaram um valor intermediario de
atividade, e 5 das 10 cepas (50%) foram consideradas resistentes a exposicao ao fluconazol,
sendo que as cepas LM-230 e FCF-10 ndo apresentaram atividade alguma de inibicéo
aparente.

O presente estudo apresenta conformidade com os resultados obtidos por Agudelo et
al. (2015), que avaliou a suscetibilidade ao fluconazol de 71 cepas de C. neoformans isoladas
de pacientes com AIDS. Onde encontrou uma relacdo de 36 cepas sensiveis ao fluconazol, 20
foram sensiveis dose-dependente e 15 consideradas resistentes ao antifngico, explicitando a
resisténcia adquirida aos antifingicos azolicos ja relatada por estudos anteriores, mas
concluindo que a resisténcia ao Fluconazol apresentada pelas cepas de C. neoformans nestes
pacientes ndo apresentava um aumento ao risco e falha do tratamento ou recorréncia da
infeccdo (ARECHAVALA et al, 2009).

Um estudo realizado por Dragomirescu e colaboradores (2009) analisou o perfil de
sensibilidade de varias cepas fungicas, incluindo 28 de C. neoformans, sendo observado que
apenas 3 cepas foram susceptiveis ao fluconazol (14%), porém 20 cepas expostas a
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anfotericina B foram sensiveis (71%), confirmando a caracteristica apresentada no presente
estudo, onde os isolados apresentam maior tendéncia ao desenvolvimento de resisténcia aos
antifangicos azolicos.

O fluconazol apresenta-se como um dos derivados azolicos mais utilizados
atualmente, isto gera um desencadeamento de resisténcias e mutacOes por parte dos
microorganismos. Nota-se que em torno de 30 % dos casos vem sendo gerada algum tipo de
resisténcia. Isto compromete a terapéutica clinica, inviabilizando outras formas de tratamento
e aumentando o tempo de exposicdo do paciente a doenca e ao tratamento com drogas
sintéticas potencializando possiveis efeitos toxicos. A resisténcia de algumas cepas de C.
neoformans ao fluconazol tem sido demonstrado como efeito a pressao exercida pelo farmaco
promovendo varias duplicacdes cromossdmicas, como a encontrada no cromossomo 1,
intimamente relacionada com dois genes, ERG11, que é o alvo do fluconazol, e 0 AFR1, que
é o transportador dos azoles pelo C. neoformans (SIONOV et al., 2010; CHEONG &
MCCORMACK, 2013).

Ja em relacdo a 5-fluorocitosina, nenhuma cepa demonstrou sensibilidade ao
antifingico segundo os parametros do fabricante, e somente a cepa LM-119 apresentou um
valor intermediario de inibicdo. Apesar de ja ter sido largamente empregada no estudo e
tratamento da criptococose, a flucitosina hoje em dia é utilizada basicamente como associa¢ao
com outros antifungicos para melhorar a progressdo do tratamento e diminuir os efeitos
colaterais causados pela terapia antifingica, esta terapia utilizada principalmente em pacientes
imunocomprometidos e aparentando de risco (BAVA & NEGRONI, 1989;
DEBOURGOGNE et al. 2012).

5.1.3 Estudo da associagdo de R-(+) e S-(-) Citronelal com Anfotericina B,

Fluconazol e Fluocitosina.

Com a ineficacia de alguns antifingicos e a busca de inovacdes terapéuticas mais
eficazes ha a necessidade da utilizacdo de meios mais propicios para aumentar o efeito
antimicrobiano dos produtos testados e diminuir as quantidades utilizadas, resultando em uma
diminuigdo da toxicidade e de efeitos adversos relacionados ao tratamento. Um parametro
importante para aumentar a eficicia da terapia antifingica pode estar relacionado ao uso
combinado de produtos obtidos das plantas em associacdo com antifingicos convencionais.
Uma vez que, alguns estudos relatam a utilizacdo de um farmaco convencional usado no

tratamento de criptococose, por exemplo a anfotericina B, que quando adicionados em baixas
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concentragfes, com outro composto, pode resultar num sinergismo de efeito da droga.
(GULLO etal., 2013; COELHO & CASADEVALL, 2016).

O oleo essencial de E. citriodora que é constituido principalmente por citronelal, o
qual apresenta propriedade irritante da mucosa do trato respiratério e tem poder anti-séptico
ambiental, j& se apresentou eficaz em associagdo com outros antimicrobianos conhecidos e
utilizados na terapéutica para melhorar a prospeccdo de tratamento e auxiliar & terapia
antibiotica (SIMOES et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2006)

Os resultados da associacao dos isdmeros R-(+) e S-(-) citronelal, com os antifingicos
padréo utilizados no tratamento da criptococose, podem ser observados nas tabelas 4 e tabela
5 respectivamente.

A substancia R-(+) Citronelal, na concentracdo de 64 pg/mL, em associacdo com 0S
antifingicos utilizados na terapéutica, apresentou em sua maioria efeito tendendo de
antagbnico (40% das associagdes) a indiferente (50% das associagfes). Sendo que em
associacdo com a Anfotericina B, somente sobre a cepa LM-6109 foi observado um

sinergismo de atividades.

Tabela 4- Resultados da associacdo de Anfotericina B, Fluconazol e 5-Fluorocitosina, com R-
(+) Citronelal, na concentracdo de 64 pug/mL, sobre cepas de Cryptococcus neoformans. Valor
do halo de inibigdo expresso em milimetros de diametro.

Antifangicos

Cepas Anfotericina B (100pg) Fluconazol 5-Fluorocitosina ~ Controle da
(25u0) (10p9) levedura
FGF-3 244 10®™ oM +
FCF-10 204 o0 oM +
ICB- 59 20 35() o® +
LM- 119 210 130 oM +
LM- 230 21 oM o0 +
LM- 615 21 0@ oo +
LM- 1401 17® 164 o® +
LM- 1909 29(A) 200 o +
LM- 2601 210 0w 0w +
LM- 6109 200 170 o® +
(S): Sinérgico; (I): Indiferente; (A): Antagdnico; (+): Crescimento da levedura Fonte: Pesquisa direta, 2016.

Enquanto que em associacdo com o fluconazol, o produto apresentou sinergismo de

acdes nas cepas LM- 119, onde ndo chegou a ser expressivo e determinar como sensivel a
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associacdo. Sobre a cepa ICB-59, esta associagdo apresentou-se bem mais expressiva e
caracterizando uma potencial coalisdo de atividades (JOHNSON et al., 2004; CLEELAND &
SQUIRES, 1991).

Tabela 5- Resultados da associacdo de Anfotericina B, Fluconazol e 5-Fluorocitosina, com S-
(-) Citronelal, na concentragdo de 256 pg/mL, sobre cepas de Cryptococcus neoformans. Valor
do halo de inibicdo expresso em milimetros de didmetro.

Antifl]ng_:]icos

Leveduras Anfotericina B Fluconazol (25pg)  5-Fluorocitosina  Controle da
(100ug) (10uQ) levedura
FGF-3 24A) 15 &) +
FCF-10 20® 170 8 +
ICB- 59 22() 23(S) oM +
LM- 119 210) 126) 100 +
LM- 230 200 100 o® +
LM- 615 22() 29(5) oM +
LM- 1401 16®™ 13® o® +
LM- 1909 23(A) 200 oM +
LM- 2601 21() 186 110 +
LM- 6109 18" 12" 00 +
(S): Sinérgico; (I): Indiferente; (A): Antagénico; (+): Crescimento da levedura Fonte: Pesquisa direta, 2016.

A substancia S-(-) Citronelal, na concentracdo de 256 pg/mL, em associagdo com 0S
antifngicos utilizados na terapéutica (Tabela 5), apresentou uma atividade mais expressiva
que a explicitada pelo seu isdmero. Onde pouco mais de 70 % das associagdes apresentaram
efeito passando de antagbnico a indiferente, porém as associacfes que foram sinérgicas
apresentam-se concentradas, principalmente, na interacdo do produto com o antiflngico
fluconazol (CLEELAND & SQUIRES, 1991).

O efeito sinérgico, observado no estudo com a substancia S-(-) Citronelal, representa
60% das associacBes com o Fluconazol. Corroborando com estudos anteriores que foram
capazes de observar que a associacdo dos antifungicos azolicos, representados principalmente
pelo fluconazol, com produtos naturais ativos biologicamente, sendo fitoconstituintes isolados
ou o6leos essenciais extraido de plantas, foram capazes de agir sinergicamente e melhorar a
atividade destes compostos, caracterizando o que pode ser um sinergismo de atividades por
atuarem no mesmo alvo, ou por atuarem em alvos diferentes, impedindo assim a resisténcia
natural ou adquiria do fungo (FARIA et al., 2011; LIU et al., 2014)

33



De acordo com os estudos de Cardoso et al. (2016) o terpeno geraniol, semelhante
estruturalmente ao citronelal, junto com o linalol e o dleo essencial de Ocimum basilicum,
apresentaram atividade bioldgica contra cepas de C. neoformans e sinergismo na atividade
inibitoria da sintese de ergosterol, vital para o fungo, mesmo utilizando cepas denominadas
como resistentes ao uso de fluconazol por ensaios anteriores. Caracterizando um importante
embasamento, que estas substancias e seus derivados sdo capazes de auxiliar os antifingicos
azolicos.

A flucitosina foi o antifingico que apresentou menor atividade isolada ou em
associacao com as duas substancias, apresentando apenas efeito sinérgico em duas cepas FCF-
10 e LM-2601, em associacdo com o isébmero S(-) citronelal, expondo assim sua pouca
atividade contra o género Cryptococcus sp., e necessidade de associacdo com outras
substancias antifingicas, seja de origem natural ou sintética, para que seja eficaz sua
utilizacdo (BARCHIESI et al., 2001; Bll et al., 2007).

5.1.4 Cinética de morte microbiana

A analise da viabilidade dos micro-organismos pode feita através do método
experimental da cinética de morte, logo ap6s a exposi¢do dos mesmos ao fitoconstituinte por
tempo determinado. Dessa forma, a contagem das células viaveis determina se o produto
testado apresenta acdo fungicida ou fungistatica, bem como, caracteriza a relacdo entre a
concentracdo e atividade ao longo do tempo (KLEPSER et al., 1998; MAY et al., 2000;
PFALLER et al., 2004).

Uma cepa de C. neoformans (FGF 3) foi selecionada a partir dos ensaios anteriores e,
com base nisso, foram construidas curvas de tempo de morte utilizando diferentes
concentracbes dos fitoconstituintes R-(+) e S-(-) citronelal, bem como anfotericina B,
utilizada como antifingico controle.

Os resultados dos ensaios da cinética de morte microbiana foram apresentados em
graficos que expressam valores de logioUFC/mL em funcdo do tempo, para cada concentracao
testada. O efeito fungicida esta relacionado a capacidade de um produto inibir o crescimento
de um fungo em caldo, tornando-o incapaz de ser cultivado a partir da transferéncia da mesma
amostra para um meio de cultura adequado ao seu crescimento (SMITH-PALMER,;
STEWART; FYFE, 2001).

O tempo de morte para 0s micro-organismos € um parametro que possui implicacdes

terapéuticas valiosas, pois a partir desses resultados pode-se realizar ajuste de dose na terapia
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clinica para tornar o tratamento mais eficaz. Como o interesse clinico em terapias antifangicas
continua a crescer, existe uma necessidade cada vez maior acerca das propriedades
farmacodindmicas e caracteristicas fungicidas destes agentes (KLEPSER et al., 1998).

Figura 4- Curva de morte microbiana (Log UFC/mL) da cepa C. neoformans FGF 3, sob

acdo do fitoconstituinte R-(+)-Citronelal, de acordo com o tempo.

-108-
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CIM/2: 32ug/mL; CIM: 64ug/mL; CIMx2: 128 pg/mL; CIMx4: 256 pg/mL. Fonte: Pesquisa direta, 2016.

Dados plotados com auxilio do programa GraphPad Prism® 6.0

A partir da analise do grafico expresso na figura 4, que é resultado do estudo da
cinética de agdo da substancia R-(+)-citronelal de acordo com o tempo, é possivel determinar
um efeito fungicida (Diminuicdo de 99,9% das cepas viaveis em relacdo a contagem de
levedura inicial, o que corresponde a uma reducdo > 3 logioUFC/mL a partir do inéculo
inicial) nas concentragfes de CIMx2 e CIMx4 nas primeiras 8 horas de exposicdo ao
fitoconstituinte, determinando assim uma boa atividade de impedimento total do crescimento
e viabilidade das celulas fungicas frente ao fitoconstituinte utilizado. Na sua concentracdo
inibitoria minima em si (64ug/mL) foi possivel observar uma diminuicdo na viabilidade
fangica visivel em relagdo ao controle, porém ndo houve uma reducdo expressiva da
contagem de células viaveis, caracterizando um efeito fungistatico. Ja a concentracdo sub-
inibitéria CIM/2 (32ug/mL) nédo foi capaz de inibir em nenhum dos tempos a viabilidade da
cepa em estudo apresentando um comportamento semelhante ao controle, onde ndo ha

substancias que interfiram no seu crescimento e multiplicag&o.
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Caracterizou-se entdo um efeito fungicida dependente de concentragdo, corroborando
com os resultados apresentados no seu estudo inibitério inicial, onde algumas concentracdes
da substancia R-(+)-citronelal apresentou caracteristicas fungicidas, mas o efeito da sua CIM,
neste estudo foi determinantemente fungistatico. Dessa forma, a utilizacdo de doses maiores
podem otimizar o tratamento com agentes cuja atividade aumenta com o0 aumento da
concentracdo. Os farmacos mais usados para o tratamento de infecgdes fungicas, incluindo a
anfotericina B e nistatina, tém seus efeitos fungicidas dependentes da concentracdo utilizada
(KLEPSER et al., 1998; NAKAMURA et al., 2004).

Figura 5- Curva de morte microbiana (Log UFC/mL) da cepa C. neoformans FGF 3, sob

acdo  do  fitoconstituinte  S-(+)-Citronelal, de acordo com o  tempo.
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CIM/2: 128ug/mL; CIM: 256pg/mL; CIMx2: 512 pg/mL; CIMx4: 1024 ug/mL.  Fonte: Pesquisa direta, 2016.
Dados plotados com auxilio do programa GraphPad Prism® 6.0

A substancia S-(-)-Citronelal, ao contrario o seu isbmero, apresentou uma atividade
fungicida bem mais expressiva e visivel em relagdo ao controle. De acordo com o que é
possivel observar no gréafico plotado na figura 5, é possivel determinar a ativiadade fungicida
(diminuicdo >3 logioUFC/mL a partir do inéculo inicial) em todas as concentragdes
estudadas, mesmo a subinibitoria CIM\2 (128ug/mL) foi capaz de inibir, aparentemente, a
totalidade de cepas viaveis, ate quatro horas de inicio da exposicdo a cepa. Semelhante a estes

resultados, foram os expressos pela anfotericina B na Figura 6, onde sua menor concentracdo
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foi capaz de inibir a totalidade de cepas, até o seu limite de detec¢do, em menos de 8 horas de
continuidade do estudo, caracterizando um potencial efeito contra leveduras deste género.

De acordo com estudos realizados por Pinheiro (2013), foi avaliado que as leveduras
do género Cryptococcus tendem a ter um efeito fungicida claro quando expostos a
anfotericina B e geralmente um efeito dependente de concentracdo de produtos naturais, onde
neste estudo a concentragdo CIM x4 de Laurus nobilis L. foi capaz de apresentar um efeito
fungicida em menos de 4 horas de exposicao, enquanto que suas concentracfes até CIMx2
apresentaram um efeito inibitério mas néo classificado como fungicida, assemelhando-se com
o0 resultado encontrado pela substancia R-(+) citronelal no presente estudo. Outros estudos
caracterizaram o citronelal como substancia fungicida frente a cepas do género Candida,
ocorrendo uma ruptura da membrana fungica e possivel parada do ciclo reprodutivo fungico

como mecanismo de acdo. (ZORE et al., 2011)

Figura 6- Curva de morte microbiana (Log UFC/mL) da cepa C. neoformans FGF 3, sob

acao do antifungico controle Anfotericina B, de acordo com o tempo.
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CIM/2: 0,5pg/mL; CIM: 1pg/mL; CIMx2: 2 pg/mL; CIMx4: 4 pg/mL.  Fonte: Pesquisa direta, 2016. Dados

plotados com auxilio do programa GraphPad Prism® 6.0

A figura 6 demonstrou que a anfotericina B possui efeito fungicida bem definido,
sobre a cepa testada, semelhante ao efeito do fitoconstituinte S-(-) citronelal. As
concentracBes a partir da CIM tiveram efeito fungicida ja a partir de 2 horas, e a CIM/2
obteve esse efeito a partir de 8 horas de exposicao.

Um estudo de Pappalardo e colaboradores (2009) avaliou a susceptibilidade de

isolados de C. neoformans frente a anfotericina B, pelo método de cinética de morte. Nesse
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estudou foi observado que a anfotericina B teve efeito fungicida no intervalo de 6 a 12 horas
de exposicdo para mais de 70% dos isolados, confirmando a natureza fungicida desse
antifingico, também apresentada no presente estudo.

A avaliacdo do efeito de antifingicos padrdo e de teste por meio da curva de cinética
de morte ja é uma tecnica muito difundida no mundo e tras diversas informacdes para o
pesquisador que esteja a utilizar esta ferramenta, no caso da anfotericina B, ja foram descritos
diversos tempos de atividade e observadas algumas resisténcias apresentadas por leveduras do
género Cryptococcus, onde foi descoberto estar diretamente relacionado ao tamanho da
capsula que envolve a célula fungica e a protecdo que isto trds ao microoganismo. Neste
modelo de avaliacdo os isdmeros R e S citronelal apresentaram-se totalmente viaveis para o
estudo mais prolongado de seu mecanismo de acdo frente a estas espécies fungicas, bem como
determinacédo da sua toxicidade e disponibilidade de se tornar uma nova droga na terapéutica
antifungica. (ZAGAROSA et al., 2008; CORDOBA et al., 2011)

5.2 Andlise In silico

5.2.1 Pass online

A andlise das possiveis atividades dos dois isomeros (R)-(+) e (S)-(-)-citronelal na
ferramenta Pass online, revelou que as moléculas foram semelhantes em sua superficie de
atividade com 29 possibilidades de ser ativo (Pa >70%) com os valores e suas respectivas
possibilidade de atividade expostos na Tabela 6. A analise resultou tambem em indmeras
propriedades semelhantes a drogas conhecidas com possibilidade de serem ativo maior que 30
% (Pa > 30%). Destacando: atividade antifingica (Pa : 0.580 e Pi : 0,020 ) e atividade
antibacteriana (Pa : 0.408 e Pi : 0,028 ); alem de outras atividades como: atividade
antiparasitaria (sob o género Trypanosoma)( Pa: 0,376 e Pi: 0,048 ), atividade antiviral (Pa:
0,332 e Pi: 0.070 ), atividade inseticida (Pa: 0,487 e Pi: 0,004), atividade hepatoprotetora (Pa:
0.355 e Pi: 0,042) e atividade antioxidante (Pa: 0,409 e Pi: 0,011).

Para a avaliacdo da toxicidade de compostos orgénicos, sdo buscados os modelos In
silico no ambiente de computadores, onde é simulado um metabolismo de um mamifero,
avaliando assim parametros de interacdo organismo-composto e vice-versa sem a necessidade
de exposicdo In vivo. Seu uso em ambientes regulados também tem sido incentivada pela
legislacdo recente. Porém estas ferramentas apresentam limitacBes de so serem eficientes

frente a avaliagdes de moleculas organicas com baixo a médio peso molecular, caracterizando
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assim uma limitacéo para estudos de produtos naturais de alto peso molecular como taninos e
lignanas (ANGELO et al., 2006; SRINIVAS et al., 2014).

Tabela 6- Predicédo da atividade de (R)-(+) e (S)-(-)-citronelal com possibilidade de ser ativo (Pa
> 70%) determinada através da ferramenta Pass online.

N° atividade Pa Pi Atividade

1 0,747 0,032 Acrocylindropepsininhibitor

2 0,797 0,001 Alcoholdehydrogenasesubstrate

3 0,904 0,001 Aldosereductasesubstrate

4 0,704 0,010 All-trans-retinyl-palmitatehydrolaseinhibitor

5 0,777 0,004 Allyl-alcoholdehydrogenaseinhibitor

6 0,772 0,005 Antisecretoric

7 0,758 0,046 Aspulvinonedimethylallyltransferaseinhibitor

8 0,823 0,002 BRAF expressioninhibitor

9 0,724 0,048 CDP-glycerolglycerophosphotransferaseinhibitor

10 0,883 0,006 CYP2] substrate

11 0,843 0,002 Carboxylatereductaseinhibitor

12 0,747 0,032 Chymosininhibitor

13 0,768 0,002 Dolichyl-phosphataseinhibitor

14 0,703 0,005 Glutarate-semialdehydedehydrogenaseinhibitor

15 0,781 0,005 Limulus clotting factor B inhibitor

16 0,729 0,008 Limulus clotting factor C inhibitor

17 0,781 0,024 Mucomembranousprotector

18 0,779 0,041 Phobicdisorderstreatment

19 0,713 0,014 Phosphatidylcholine-retinol O-acyltransferaseinhibitor
20 0,756 0,002 Plastoquinol-plastocyaninreductaseinhibitor

21 0,814 0,017 Polyporopepsininhibitor

22 0,824 0,003 Prenyl-diphosphataseinhibitor

23 0,821 0,012 Pro-opiomelanocortin converting enzyme inhibitor
24 0,885 0,004 Protein-disulfide reductase (glutathione) inhibitor

25 0,747 0,032 Saccharopepsininhibitor

26 0,745 0,018 TP53 expressionenhancer

27 0,824 0,020 Testosterone 17beta-dehydrogenase (NADP+) inhibitor
28 0,838 0,021 Ubiquinol-cytochrome-c reductaseinhibitor

29 0,769 0,004 Undecaprenyl-phosphatemannosyltransferaseinhibitor

Pa= Probabilidade " de ser ativo"e Pi= Probabilidade "de ser inativo"

Entdo, asism sendo, varios metodos eficientes de aprendizado correlacionando

estatistica computadorizada vem sendo utilizados para desenvolver ferramentas para prever

perigos toxicologicos pela analise de suas estruturas moleculares In silico. Esas ferramentas

sdo usadas para estudar compostos hipotéticos existentes, que sdo rapidos , reprodutiveis e séo

normalmente baseados em biorreguladores humanos, bem como essas ferramentas poupam o
uso desnecessario do ambiente in vivo. (MARCHANT , 2012 ; SRINIVAS et al , 2014).
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5.2.2 Osiris

O Osiris Property Explorer permite desenhar estruturas quimicas e também calcula
varias propriedades medicamentosas relevante sempre que a estrutura é valido. Os resultados
da previsdo sdo codificados por cores onde a cor vermelha mostra altos riscos com efeitos
indesejados, como mutagenicidade ou baixa absorcdo intestinal, e de cor verde indica o
comportamento semelhante as drogas usuais utilizadas na terapeutica (SAHU et al. , 2016).

As substancias (R)-(+) e (S)-(-)- citronelal foram analisadas através da ferramenta
Osiris para a determinacdo das propriedades medicamentosas relevantes, como
mutagénicidade, capacidade de irritacdo, efeitos reprodutivos, valor cLogP, drug-score,
druglikeness e e avaliagdo dos riscos de sua toxicidade e os resultados dessa avaliacdo In
silico séo expressos na Tabela 7.

O programa Osiris foi utilizado para a previsao da toxicidade e carcinogenicidade para
0 agente antifingico. Uma classe muito importante de enzima , responsavel por muitos
problemas de ADMET , € o citocromo P450, a inibicdo destas ou a producdo de metabolitos
indesejados pode resultar em muitas reacgOes adversas aos medicamentos (TEKTO, 2005;
HADDA et al., 2014).

Tabela 7- Calculo dos riscos de toxicidade e de drug-score dos compostos (R)-(+) e (S)-(-)

citronelal em comparacéo com os medicamentos anti-fungicos convencionais.

Compostos Risco de toxicidade® Drug scorel®!
MU TUMO IRRI RE CLP S D-L D-S nAL nDL Da
T P H H
(R)-(+)-CT [ ] 313 -236 -697 026 1.00 000 154.25
(S)-(-)-CT [ ] 313 -236 -697 026 100 000 154.25
Anfotericina B 032 -507 -0.13 0.27 18.00 12.00 924.09
Fluconazol -0.10 -2.17 3.03 0.90 7.00 1.00 306.28
Itraconazol I . 515 -7.30 7.61 0.07 12.00 0.00 705.64
Miconazol 485 -508 472 049 3.00 0.00 416.13
Cetoconazol 336 -299 814 0.60 8.00 0.00 531.44
: N&o toxico; :Pouco toxico; HEEM : Altamente toxico; ®MUT: Mutagenico; TUMO:

Tumorigenico; IRRI: Irritante; REP: Efeitos reprodutivos. PICLP: cLogP; S: Solubilidade; DL: Drug-
likeness; DS: Drug-Score; nALH: numero de aceptores de ligagdo de Hidrogenio; nDLH: Numero de
doadores de ligacoes de hidrogenio; Da: peso molecular (Daltons).

Os resultados mostraram esta monoterpenos apresenta baixo risco tedrico de
toxicidade e tem consideravel valores druglikeness (-6,97) e drug-score (0,26). O "Drug
score” (combinagdo dos valores de "druglikeness”, cLogP, solubilidade, massa molecular e
risco de toxicidade) gera um valor que infere no potencial de um composto se tornar uma

droga futuro. Além disso, os resultados dos isomeros mostram que seguindo a "Regra de
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Cinco" de Lipinski, que requer que o composto tenha de possuir pelo menos trés destes quatro
requisitos: nDLH < 5, nALH < 10, DA < 500 e CLOGP < 5; sendo assim o citronelal tem a
capacidade de ser uma droga ativa em humanos utilizando a via de administracdo oral
(LIPINSKI et al, 2001;. ABHAY et al., 2007).
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6 CONCLUSAO

Os fitoconstituintes estudados apresentaram uma forte atividade antifungica com uma
CIM do R-(+)- citronelal de 64 pg/mL e uma CFMso de mesmo valor, caracterizando um
efeito fungicida. Este efeito foi comprovado na curva de morte microbiana de acordo com o
tempo e determinado que é uma qualidade dependente de concentracdo. Ja o isbmero S-(-)
citronelal, apresentou uma CIM de 256 pg/mL e uma CFMsy de 512 pg/mL, ainda
caracterizado como uma substancia fungicida, o que ficou claro na observacao do seu grafico
de morte microbiana de acordo com o tempo, onde esta substancia apresenta um efeito
fungicida bem evidente em todas as concentracdes e em pouco espago de tempo.

As substancias R e S citronelal apresentaram-se de boa correlagdo com outros
antifangicos, apresentando efeitos sinérgicos no estudo de associagdo e suas variaveis In silico
foram de boa prospeccéo, caracterizando assim essas substancias totalmente viaveis para que
sejam continuados seus estudos e descobertos pontos cruciais para o desenvolvimento de

novas terapias antifungicas.
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ANEXQOS

| - Tabela de avaliacédo de sensibilidade dos antifungicos licenciados, no teste de difusdo

em agar, do Sensifungic disc-Cecon.
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