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RESUMO

PEREIRA, J. A. Atividade antifungica do geraniol sobre leveduras multirresistentes do
género Candida e perfil farmacoldgico e toxicologico em estudos in silico. 2017. 97f. Tese
(Doutorado em Produtos Naturais Sintéticos e Bioativos — Area de Concentragio:

Farmacologia) — Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2017.

Atualmente, em todo globo terrestre tem ocorrido 0 aumento da frequéncia dos casos de
candidiase, infeccdo oportunista comumente tratada com fluconazol. Com o uso
indiscriminado deste e outros antiflngicos tem se emergido casos de candidiase por cepas
multirresistentes tornando-se necessario a busca por novos farmacos. Varios produtos naturais
a exemplo do monoterpeno geraniol tém demonstrado atividade antimicrobiana frente a
diversos micro-organismos. Buscando alternativas para o tratamento da candidiase o presente
estudo objetivou-se avaliar a atividade antifungica do geraniol frente a cepas de Candida
albicans, C. glabrata e C. krusei resistentes ao fluconazol por meio de técnicas de
microdiluicdo, avaliando-se a concentracdo inibitoria minima — CIM, concentracdo fungicida
minima — CFM, efeito na parede celular (ensaio de sorbitol), ligacdo ao ergosterol da
membrana, efeito de associacdo deste monoterpeno com antifungicos fluconazol e
anfotericina B pelo técnica de checkeboard e ensaio de modulagéo. Verificou-se também a os
parametros farmacoldgicos, toxicoldgicos e possiveis espectros de atividade do geraniol por
meio de ensaios in silico utilizando-se os softwares Osiris, Molinspiration e Pass online. As
andlises realizadas revelaram que o geraniol apresentou uma excelente atividade antifingica
frente a todas as cepas multirresistentes com uma CIMgy 512ug/mL, além de um efeito
fungicida concentracdo dependente apds 8 horas de exposicdo com a CFMg, de 512ug/mL,
este ndo apresentou atividade na parede fungica e nem interagiu com o ergosterol da
membrana celular, também néo se evidenciou efeito sinérgico, antagbnico ou modulador deste
fitoconstituinte sobre o fluconazol e a anfotericina B. Os ensaios in silico mostraram que 0
geraniol tem uma boa biodisponibilidade oral teo6rica, além de inumeras atividades
farmacoldgicas e que embora apresente o risco de efeito irritante, ndo apresenta efeitos
mutagénicos, tumorigénicos e nem danos ao aparelho reprodutor, 0 que permite sugerir que o

geraniol é um bom candidato no combate a cepas de Candida multirresistentes.

Palavras-chave: Atividade antifingica. Candida. Geraniol. In silico.



ABSTRACT

PEREIRA, J. A. Antifungal activity of geraniol on multiresistant yeasts of Candida genus
and pharmacological and toxicological profile in in silico studies. 2017. 97f. Thesis
(Doctorate in Natural and Synthetic Bioactive Products — Concentration Area: Pharmacology)

— Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2017.

Currently, throughout the globe, there has been an increase in the frequency of cases of
candidiasis, an opportunistic infection commonly treated with fluconazole. With the
indiscriminate use of this and other antifungals cases of candidiasis by multiresistant strains
have emerged, making it necessary to search for new drugs. Several natural products such as
monoterpene geraniol have demonstrated antimicrobial activity to various microorganisms.
The present study aimed to evaluate the antifungal activity of geraniol against strains of
Candida albicans, C. glabrata and C. krusei resistant to fluconazole by means of
microdilution techniques, evaluating the minimum inhibitory concentration - CIM, minimum
fungicidal concentration - CFM, cell wall effect (sorbitol assay), binding to membrane
ergosterol, effect of association of this monoterpene with fluconazole and amphotericin B
antifungal agents by the checkeboard technique and modulation assay. Pharmacological,
toxicological and possible spectra of geraniol activity were also verified by in silico assays
using the Osiris, Molinspiration and Pass online software. The analysis showed that geraniol
showed excellent antifungal activity against all multiresistant strains with a 512pg/mL CIMgo,
and a fungicidal effect dependent concentration after 8 hours of exposure with the CFMg, of
512ug/mL. Fungal wall and did not interact with the ergosterol of the cell membrane, nor did
it show a synergistic, antagonistic or modulating effect of this phytoconstituent on
fluconazole and amphotericin B. The in silico tests showed that geraniol has a good
theoretical oral bioavailability, as well as numerous Although it presents the risk of an irritant
effect, it does not present mutagenic, tumorigenic or reproductive effects, which leads to the
conclusion that geraniol is a good candidate in the fight against multidrug resistant strains of
Candida.

Key-words: Antifungal activity. Candida. Geraniol. In silico.
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1 INTRODUCAO

Dados mostram um crescente aumento do ndmero de infeccBes flngicas
invasivas, fato este preocupante uma vez que estas possuem uma consideravel taxa de
mortalidade (CASTELLI et al., 2014).

Dentre as infeccBes fungicas com elevada freqliéncia destaca-se a candidiase,
processo infeccioso mic6tico oportunista provocado por leveduras do género Candida,
podendo esta se manifestar clinicamente de forma superficial ou sistémica (BARBEDO;
SGARBI, 2010).

Um conjunto de fatores tem propiciado o aumento da freqliéncia deste tipo de
infeccdo, entre estes o avan¢co da medicina, que tem proporcionado o0 aumento da
sobrevida de pacientes imunocomprometidos, e 0 uso indiscriminado de
antimicrobianos, que eliminam a microbiota do corpo humano além é claro de
selecionar micro-organismos resistentes.

Diante deste cenario estd ocorrendo a emergéncia de patdgenos pouco
frequentes como a Candida glabrata, Candida krusei e a Candida albicans resistente ao
fluconazol, fato que preocupa a sociedade cientifica, pois estes micro-organismos sao de
dificil tratamento.

As opcoes de agentes antifungicos disponiveis para o tratamento de infeccbes
sistémicas é relativamente pequeno, tornando-se menor ainda diante de leveduras
multirresistentes, além disso, parte destes farmacos apresenta elevada toxicidade e/ou
elevado custo (KHAN et al, 2013).

A descoberta de novos agentes antifingicos que sejam mais eficazes e menos
toxicos aos usuarios ou que apresentem um novo mecanismo de agdo tornou-se
essencial nos dias atuais. Os produtos naturais pela sua diversidade quimica e
propriedades bioativas podem ser considerados promissores na descoberta de novos
farmacos antifangicos (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Estudos prévios mostraram a atividade antifungica do geraniol (LEITE et al.,
2014, MIRON et al., 2014); entretanto, é necessario verificar o potencial deste
monoterpeno frente a cepas de Candida ndo-albicans e especialmente em cepas

multirresistentes destes micro-organismos para que desta forma se possa confirmar o

18



futuro promissor deste fitoconstituinte como farmaco para tratamento de infeccdes

causadas por cepas multirresistentes de C. glabrata, C. krusei e C. albicans.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antifingica do geraniol sobre cepas clinicas multirresistentes
de C. albicans, C. glabrata, C. krusei, bem como o0s parametros farmacoldgicos,

toxicoldgicos e possiveis espectros de atividade do geraniol por ensaios in silico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) do geraniol frente as cepas clinicas multirresistentes de C. albicans, C
glabrata e C. krusei.

o Determinar a CIM do fluconazol e da anfotericina B frente as cepas em analise.

o Estudar os possiveis modos de acdo do geraniol com énfase nos seus efeitos
sobre a parede celular e a membrana plasmatica.

o Determinar o Indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (método de
associagdo — checkerboard) do fitoconstituinte associado ao fluconazol e a anfotericina B;

o Estudar a modulacéo do fitoconstituinte sobre fluconazol e a anfotericina B;

o Investigar os parametros farmacoldgicos, toxicoldgicos e possiveis espectros

de atividade do geraniol in silico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 GENERALIDADES SOBRE FUNGOS DO GENERO Candida

Dentre os diversos seres vivos que habitam o globo terrestre estdo os fungos, os quais
por apresentarem membrana nuclear séo classificados como eucariontes. A nivel celular este
seres se caracterizam por apresentar uma parede celular, cujo um dos componentes principais
é o polissacarideo quitina, uma membrana citoplasmatica (que possui o lipideo ergosterol na
composicdo), um citoplasma onde estdo diversas organelas e um nucleo, formado pela
membrana nuclear e o material genético (SIDRIM; ROCHA, 2012).

Os fungos podem ser unicelulares, como as leveduras, ou multicelulares, como 0s
cogumelos e os fungos filamentosos (MURRAY, 2014; SIDRIM; ROCHA, 2012). Estes
podem interagir com plantas, a animais ou seres humanos de varias maneiras, estabelecendo
relacionamentos simbidticos, latentes, comensais ou patogénicos (ROMANI, 2011).

Entre os diversos fungos destacam-se clinicamente as leveduras do género Candida, as
quais apesar de habitarem de forma comensal a cavidade bucal, o trato gastrointestinal e
geniturindrio, no momento de uma disfuncdo da microbiota e/ou enfraquecimento
imunologico do hospedeiro, expdem um carater oportunista, causando entdo micoses
superficiais ou sistémicas (BERMAN, 2012).

As leveduras do género Candida tém a versatilidade de se adaptar em diferentes
ambientes, podendo ser encontradas em varios ecossistemas, como solo, alimentos, agua,
fazendo parte da microbiota de homens e animais. Esses micro-organismos degradam
proteinas e carboidratos para obterem carbono e nitrogénio, elementos essenciais para o seu
desenvolvimento (GIOGLO; SVIDZINSKI, 2010).

O género Candida é composto por leveduras hialinas, com formacdo de
blastoconidios, pseudo-hifas e, ocasionalmente, hifas verdadeiras. In vitro em agar Sabouraud
dextrose (ASD) estes micro-organismos se desenvolvem formando coldnias de coloracdo de
branca a bege com textura lisa ou enrugada, brilhante ou seca, (Figura 1) (LACAZ;
DUPONT, 2002; SILVA et al., 2012).

Esses seres eucarioticos apresentam duas formas de reproducdo: a fase assexuada ou
anamorfa (predominante), a qual abrange a formacdo de blastoconidios (leveduras) pelo

processo de brotamento parental, a fase sexuada ou teleomorfa por esporos sexuais, 0S
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ascosporos, sendo este Ultimo processo ndo tdo frequente (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012).

Figura 1 — A-B: Caracteristicas macromorfoldgicas de Candida spp em agar Sabouraud dextrose.

Fonte: Leite (2015).

As leveduras do género Candida séo classificadas taxonomicamente em: Reino Fungi,
Divisdéo Eumycota, Subdivisdo Deuteromycotina, Classe Hemiascomycetes, Ordem
Saccharomycetales, Familia Saccharomycetoceae, Género Candida (HOOG et al., 2011). Este
género possui cerca de 200 espécies, entretanto aproximadamente apenas de 35% destas sdo
capazes de se desenvolver sob temperatura a 37° C do corpo humano (SILVA et al., 2012).

As principais espécies de leveduras do género Candida de interesse clinico séo: C.
albicans, C. dubliniensis, C. rugosa, C. catenulata, C. zeylanoides, C. chiropterorum, C.
ciferrii, C. pelicullosa, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii, C. parapsilosis,
C. kefyr, C. famata, C. lipolytica, C. novergensis, C. lusitaniae, C. haenulonii, C.utilis, C.
haemulonii, C. viswanathii, C. pulcherrima e C. intermédia, (HOOG et al., 2011).

Dentre as espécies acima citadas destaca-se a C. albicans devido a elevada freqtiéncia
nos casos de candidiase, cuja constante exposicdo desta espécie a antifungicos tem feito
emergir cepas multirresistes, por sua vez infeccdes causadas por espécies de Candida ndo —
albicans tem aumentado cada vez mais (LOPEZ-MARTINEZ, 2010).

Estudos mostram que a maioria dos casos de fungemia estdo significativamente
associados a espécies de Candida ndo — albicans (DOTIS et al., 2012; PFALLER et al.,

2010). Entre as espécies de Candida ndo — albicans merece destaque a C. krusei e a C.
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glabrata uma vez que estas sdo resistentes ao fluconazol (antifingico mais usado no
tratamento de candidiase), a primeira devido a uma resisténcia intrinseca e a segunda a um
mecanismo de resisténcia adquirido (SIDRIM; ROCHA, 2012).

Segundo Liguori et al. (2009) o aumento de infec¢bes por espécies de Candida ndo —
albicans pode estar relacionado a melhorias nos métodos de diagndstico como o uso de meios
cromogénicos com a capacidade de diferenciar espécies de Candida, bem como a introdugéo
de técnicas moleculares para o diagnéstico de rotina da fungemia.

Apesar de causarem infec¢des oportunistas, as leveduras do género Candida possuem
uma ampla gama de fatores de viruléncia (Figura 2), os quais séo determinados geneticamente
(TAMURA et al., 2007).

A morfologia fingica é um fator de grande importancia tanto a invasdo quanto a
evasdo das células hospedeiras. A forma leveduriforme (blastoconidio) parece iniciar a
infeccdo, embora menor capacidade infectante quando comparada as formas pseudo-hifas e
/ou hifas verdadeiras (presentes em fases especificas do processo infeccioso), que
demonstram ser mais invasivas e resistentes aos mecanismos de defesa do hospedeiro, sendo
estas dificeis de serem fagocitadas devido a sua morfologia e ao tamanho. Estas formas
alongadas est#o relacionadas ao agravamento de estados patologicos (ROMAN et al., 2007).

Um dos fatores de viruléncia proposto, embora ndo tdo comum e com poucas
evidéncias é o fendbmeno de “switching” que corresponde a transicdo celular do crescimento
de leveduras a células alongadas e opacas. Esta variacdo fenotipica pode influenciar a
formacdo de biofilme e a antigenicidade da levedura (BARDEBO; SGARBI, 2010; MAYER;
HUBE; WILSON, 2013).

No desenvolvimento do processo infeccioso as proteinas adesinas como a familia ALS
(Agglutimin-Like Sequence) desempenha um importante papel de promover a adesdo das
leveduras as células do hospedeiro, enquanto que as invasinas como AL3 facilitam a invasdo
das leveduras (MAYER; HUBE; WILSON, 2013).

Leveduras do género Candida também utilizam mecanismos que permitem identificar
e penetrar locais infectaveis no hospedeiro, facilitando assim o processo de patogénese, esse
mecanismo é denominado tigmotropismo de hifas (BRAND et al., 2008).

Enzimas extracelulares como fosfolipases e proteases tem sido indicadas em aumentar
a eficiéncia na aquisicdo de nutrientes extracelulares, mas, sobretudo em facilitar a

disseminacdo da doenca ao promover danos celulares (SILVA, 2016).
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Outros fatores de viruléncia também relatados séo a producdo de biofilme (complexa
estrutura tridimensional multicelular de leveduras, pseudo-hifas e hifas envolvidas por uma
matriz extracelular) que possui elevada resisténcia antifingica e a capacidade da levedura de
modular o meio em que esta por meio de alteracdo de pH, captacdo de aminoacidos e tracos
de metais, e ainda o sequestro de componentes de carbono e nitrogénio, favorecendo a
sobrevivéncia fungica (MAYER; HUBE; WILSON, 2013; SILVA et al., 2010).

Figura 2 - Mecanismos de viruléncia e atributos fitness de C. albicans. A: Formas virulentas envolvidas
no processo infeccioso; B: Processo “Switching” com o desenvolvimento de forma opaca; C: Adesdo das formas
dimorficas de C.albicans. ao tecido; D: Invasdo tecidual via tigmotropismo; E: Formacdo de Biofilme numa

estrutura abiologica; F: Atividade defensiva e moduladora de C. albicans
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Fonte: Adaptado de Mayer, Rube e Wilson (2013).
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3.2 CANDIDIASE

Espécies de Candida podem viver como micro-organismos comensais em individuos
saudaveis. A colonizagcdo comega nos primeiros dias apds 0 nascimento e persiste durante
toda a vida. Vivem na pele e em varias membranas mucosas, incluindo boca, vagina, uretra,
tubo digestivo e area respiratoria superior do corpo humano sem causar danos (LOPEZ-
MARTINEZ, 2010).

Em determinadas circunstancias, na presenca de fatores predisponentes, o equilibrio-
parasita hospedeiro é rompido e 0 micro-organismo inicia a candidiase, processo infeccioso
oportunista provocado por leveduras do género Candida (BARBEDO; SGARBI, 2010).

O primeiro registro de leveduras do género Candida spp. como patdgeno foi atribuido
a Langenbeck, em 1839, no qual se observou e isolou em aftas bucais de um paciente com tifo
um micro-organismo, que atualmente é a mais importante levedura patogénica do homem, C.
albicans. Na época, esta levedura foi considerada erroneamente o agente etiologico da
referida doenga (SIDRIM; ROCHA, 2012).

Entre os fatores predisponentes ao desenvolvimento desta micose oportunista estdo os
fatores de viruléncia do fungo e os fatores extrinsecos e intrinsecos ao hospedeiro (SIMOES;
FONSECA; FIGUEIRAL, 2013), os quais estdo expostos no Quadro 1.

FATORES INTRINSECOS

FISIOLOGICOS \elhice, gravidez e prematuridade
Neoplasias, hemopatias diversas, lUpus eritematoso
PATOLOGICOS disseminado, diabetes e outras endocrinopatias,

tuberculose, AIDS.

FATORES EXTRINSECOS

Transplantes, usos de sondas, cateteres, aparelhos de

INTERVENCOES _ - _ o
respiracao artificial, nutricdo parenteral, hemodialise.
AGENTES FiSICOS Traumatismo, irradiacdo, queimaduras e radioterapia.
Terapéutica antimicrobiana prolongada,
MEDICAMENTOS imunossupressores, quimioterapia e uso de drogas
citotoxicas.

Quadro 1- Descricdo dos fatores inerentes ao hospedeiro, que predispdem o surgimento de candidiases.
Fonte: Lacaz e Dupont (2002); Sidrim e Rocha 2012, com adaptacdes.
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Clinicamente a candidiase pode ser classificada em superficial ou de mucosa, profunda
ou sistémica, apresentando manifestacBes clinicas varidveis segundo o sitio anatdmico de
instalacdo (JAYATILAKE; SAMARANAY AKE, 2010).

Entre as micoses superficiais merece destaque a onicomicose (micose no aparelho
ungueal que afeta tanto a populacdo imunocompetente quanto 0s imunossuprimidos
(MARTINS et al., 2007), a candidiase oral (manifestando-se normalmente como aftas ou
quelite angular, as quais afetam 90% dos pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida HIV/AIDS (OWOTADE; PATEL, 2014) e a vulvovaginite, considerado o segundo
mais frequente quadro infeccioso que afeta o 6rgdo sexual feminino (SILVA et al., 2014).

A incidéncia das infeccGes flngicas sistémicas tem aumentado de forma significativa
nas ultimas décadas (NEGRI et al., 2012). A candidemia é a manifestacdo mais comum de
infeccdo disseminada por Candida (PEIXOTO et al., 2014).

O termo candidemia é a denominacdo para infeccdo da corrente sanguinea causada por
leveduras do género Candida. Podendo ser definida como a ocorréncia de duas culturas
positivas (ou mais) para a mesma espécie de Candida, proveniente de amostras diferentes,
coletadas apos 3 dias da admissdo (BRASIL, 2004).

Esta manifestacdo clinica tem sido a infeccdo fungica invasiva mais extensamente
estudada, pois a mesma tornou-se um problema persistente em inimeros hospitais em todo
mundo tanto em paises em desenvolvimento como em paises desenvolvidos (GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010). Esta patologia tem grande significado devido a sua elevada taxa de
mortalidade (31,5% - 50%) e aumento dos custos hospitalares para o seu controle (PATEL et
al., 2005).

Mais de 70% das infec¢des fungicas invasivas em pacientes hospitalares foram devido
a Candida spp. a maioria como candidemia (HORN et al., 2007). Segundo Colombo et al.
(2006) a candidemia representa a quarta causa mais frequente de infeccdo da corrente
sanguinea e conforme Nakamura, Caldeira e Avila (2013) esta patologia tem uma alta
incidéncia no Brasil, 2,49 casos por 1000 internacdes, o0 que corresponde a uma taxa de 2 a 5
vezes maior do que varios paises do hemisfério norte, como Franca, Estados Unidos, Noruega
e Suica.

O principal mecanismo de transmissdo de candidemia da-se por meio endégeno, em
que a Candida spp. constituinte da microbiota da varios sitios anatdmicos, altera seu carater

de comensal para patégeno oportunista em conseqiiéncia a condi¢bes de debilidade do
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hospedeiro, no entanto outra via pode ser descrita. A via exdgena ocorre em meio médico,
principalmente por meio das méos de profissionais da saude e manuseio de materiais médico-

hospitalares contaminados por fungos (PEIXOTO et al., 2014).
3.3 TERAPEUTICA ANTIFUNGICA

Sendo a candidiase uma micose oportunista a primeira medida a ser tomada para o seu
tratamento é a eliminacdo dos fatores predisponentes, por sua vez isso nem sempre é possivel
quando estamos diante de um paciente com cancer, leucemia, linfoma, AIDS e/ou diabetes
(LOPEZ-MARTINEZ, 2010).

Atualmente, vérias drogas antimicrobianas podem ser utilizadas no tratamento das
infecgdes causadas por fungos, porém, essa “diversidade” torna-se relativamente pequena,
quando compadarado ao arsenal de drogas disponiveis para o tratamento de infeccGes
bacterianas (SILVA, 2016). Isso é atribuivel a natureza eucariotica das células fungicas e a
dificuldade de encontrar alvos tnicos ndo compartilhados com hospedeiros humanos (GOES,
2009).

Segundo Murray et al. (2014) os agentes antifingicos disponiveis a comercializacéo
podem ser classificados com base no seu alvo de atuacdo na célula fungica. Entre as classes
estdo: polienos, inibidores da biossintese do ergosterol (azolicos e alilaminas);

antimetabdlicos e equinocandinas (Figura 3).

Figura 3 - Mecanismo de acdo dos agentes antifungicos conforme seu alvo de atuacéo.

Célula fangica Parede e membrana celular fingica

g Y P ‘:)FD__'{::‘;:J __ Proteinas
/ gs’ ?\ ' %‘ E ‘ % (> B-glucano
l J’ -—3 Quitina

Membrana

b i l&

B-glucano
sintase

Sintese
DNA,
RNA

y,
o

l Flucitosina I
N\

\

Anfoterlcma B,

Esaualeno Erqosterol Nistatin .
l <{——{Terbenafina — =
~{Leterati] + <o)
Esqualeno 2.3 epoxido == Lanosterol

Fonte: Katzung, Masters e Trevor (2012).
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3.3.1 Polienos

Esta representa a mais antiga classe de farmacos antifungicos, cujo inicio de uso
ocorreu na década de 1950. Desta classe os dois farmacos mais usados clinicamente séo a
anfotericina B e a nistatina, 0s quais apresentam 0 mesmo mecanismo de agdo e estrutura
quimica macrociclica caracterizada por atomos de carbono divalente dispostos em série
(SIDRIM; ROCHA, 2012).

Estruturalmente a anfotericina B é muito semelhante a nistatina, exceto por ter sete
ligagbes duplas conjugadas, enquanto a nistatina tem quatro. Esta diferenga confere uma
atividade antifingica consideravelmente mais elevada a anfotericina B, presumivelmente
devido a uma interacdo hidrofébica mais eficiente com ésteres de membrana (Figura 4)
(BRAUTASET et al., 2011).

Figura 4 - Estrutura quimica da anfotericina B e da nistatina.

Anfotericina B Nistatina

Fonte: Brautaset et al. (2011).

A atividade antifungica dos poliénos é mediada através da sua ligacdo ao ergosterol,
principal esterol da membrana citoplasmatica fungica. A ligacdo resulta na formacdo de
canais aguosos e nao aquosos que aumenta a permeabilidade da membrana (Figura 5).
Componentes celulares, incluindo proteinas e cations monovalentes e divalentes, atravessam
esses poros, 0 que leva a perda de potencial de membrana e, finalmente, a morte da célula
(CHANDRASEKAR, 2011; MOHR et al., 2008; MATHEW; NATH, 2009).
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Figura 5 - Poro transmembrana resultante da interacdo da anfotericina B com o ergosterol permitindo
a saida de ions de dentro da célula.
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Fonte: Wispelwey e Parsons (2006).

Os macrolideos poliénicos apresentam uma longa histdria de uso com baixa incidéncia
de resisténcia, sendo estes eficientes agentes fungicidas, contudo sua utilizagdo na prética
médica é problematica, devido a sua baixa solubilidade e consideravel toxicidade em
humanos (BORGOS et al., 2006).

A anfotericina B tem sido o medicamento padrdo para o tratamento das infec¢cdes
disseminadas causadas por varios fungos, uma vez que esta € ativa contra a maioria destes,
incluindo Aspergillus e Candida (RANG et al., 2011).

O efeito adverso mais grave e comum da anfotericina B é a nefrotoxicidade, a qual
tem sido reduzida gracas as novas formulacGes de medicamentos a base deste farmaco. Estas
formulagdes (lipossomo-encapsulada) diminuem a velocidade com que a anfotericina B €
entregue aos rins, entretanto estas formulacdes apresentam um custo consideravelmente
elevado (principal fator limitante ao uso dessas formulacBes tornado-as de dificil acesso no
Brasil). Vale ressaltar que a essa formula lipossomal ndo possui maior eficacia que o farmaco
nativo, e sim capacidade de causar poucas reacdes adversas (BENNETT, 2011; RANG et al.,
2011).

A anfotericina B possui acdo seletiva, ligando-se avidamente as membranas dos

fungos e de alguns protozoarios, menos avidamente as células dos mamiferos e ndo se ligando
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de forma alguma as bactérias. A base dessa especificidade relativa é a grande avidez do
farmaco pelo ergosterol, principal esterol da membrana fungica, que ndo é encontrado nas
células de animais (onde o colesterol é o principal esterol) (RANG et al., 2011).

A maior afinidade da anfotericina B pelo ergosterol do que pelo colesterol,
provavelmente se deve a estrutura tridimensional cilindrica do ergosterol, enquanto que a do
colesterol apresenta uma forma sigmoide (Figura 6) (ODDS; BROWN; GOW, 2003).

Figura 6 - Visualizacdo do agente antifingico polieno - anfotericina B, ergosterol e colesterol em trés
dimensdes. O ergosterol mantém uma forma cilindrica em todas as rotacdes e liga-se melhor ao lado hidrofébico
(da direita) da molécula de anfotericina B do que o colesterol, com a sua estrutura sigmoide. A afinidade de
ligacdo diferencial da anfotericina B para os dois esterdis € a base de sua a¢do antiflngica seletiva.

Anfotericina B Ergosterol Colesterol

TRENDS in Microbiology

Fonte: Odds, Brown e Gow (2003).

Outro farmaco poliénico bastante usado na clinica € a nistatina, contudo seu uso é
limitado principalmente ao tratamento de infeccGes de pele, das membranas mucosas e do
trato gastrintestinal causada por Candida. Encontra-se disponivel principalmente sob a forma
de suspensdo, pomadas e cremes vaginais, sendo este farmaco ndo absorvido pelo trato
gastrintestinal (RANG et al., 2011; SIDRIM; ROCHA, 2012).
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3.3.2 Inibidores da sintese de ergosterol
3.3.2.1 Derivados az6licos

Os azdis constituem a maior classe de agentes antifingicos, sendo esta caracterizada
por compostos sintéticos heterociclicos com anel pentagonal (MURRAY et al., 2014).

As drogas azolicas sdo constituidas por duas familias que diferem no nimero de
nitrogénio no seu anel azol: os imidazdlicos (dois &tomos de nitrogénio, Figura 7) como o
miconazol, cetoconazol, clotrimazol, e econazol; e os triazélicos (trés &tomos de nitrogénio,
Figura 8) como o fluconazol, itraconazol (triazélicos de 1° geracdo); voriconazol,
posaconazol e ravuconazol (triazélicos de 2° geracao) (MATHEW,; NATH, 2009).

Figura 7 - Formula estrutural dos imidazolicos: cetoconazol e miconazol.
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Fonte: Wispelwey e Parsons (2006).
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Figura 8 — Formula estrutural dos triazois: itraconazol e fluconazol.
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Fonte: Pasqualotto e Denning (2008).

Outra importante diferenca entre os imidazolicos dos triazolicos é o fato dos
triazolicos sistémicos serem metabolizados lentamente e exercerem menos efeitos sobre a
sintese do esterol humano. (BENNETT, 2011).

Os azois geralmente exercem acao fungistatica contra leveduras, tais como especies de
Candida, mas fungicida contra fungos filamentosos, como Aspergillus (SHAPIRO;
ROBBINS; COWEN, 2011).

Os azois agem sobre os fungos impedindo a biossintese do ergosterol, principal esterol
presente na membrana celular fangica. Esta interferéncia se processa por meio da inibi¢do da
14 a-desmetilase, enzima microssémica do citocromo P450, que catalisa a remogéo oxidativa
do grupo 14a-metil do lanosterol, impedindo assim a conversdo do lanosterol em ergosterol.
O comprometimento da biossintese do ergosterol e o acUmulo de lanosterol (14a-metil
esterol, toxico as células fungicas) resultam na desagregacdo do arranjo lipidico da
membrana, acarretando entdo o aumento da permeabilidade e interferéncia na acdo de
enzimas associadas a membrana, inibindo assim o crescimento e replicacdo dos fungos
(BENNET, 2011; MOHR et al., 2008).
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3.3.2.2 Alilaminas

Outra classe de antifingicos que também agem inibindo a sintese de ergosterol é a das
alilaminas, representada pela terbenafina e a naftifina (Figura 9). Os farmacos desta classe
bloqueiam a biossintese do ergosterol via esqualeno ao inibir a esqualeno epoxidase, causando
acumulo de esqualeno e reducdo na formacdo de ergosterol (figura 10) (MURRAY et al.,
2014).

Figura 9 — Formula estrutural das alilaminas: terbenafina e naftifina.
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Fonte: Leite (2015).

Figura 10 - Mecanismo de biossintese do ergosterol.
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3.3.3 Flucitosina

Pertencente a classe das pirimidinas, a flucitosina (5-fluorocitosina, 5-FC) é uma

pirimidina fluorada relacionada com a fluoracila (Figura 11) (BENNETT, 2011).

Figura 11 - Estrutura quimica da flucitosina

NH»

Fonte: Bennett (2011).

Embora tenha seu uso iniciado em 1971, este antifungico oral € pouco utilizado pela
populacdo, o que se deve ao seu limitado espectro de antifungico, sua toxicidade (efeitos
gastrointestinal e hematoldgico) e ao rapido desenvolvimento de resisténcia (quando usado
em monoterapia), de modo que usualmente é combinado com a anfotericina B, formando uma
combinacdo sinérgica Util para tratar infeccGes sistémicas graves (RANG et al., 2011).

A flucitosina é o unico antifungico antimetabdlito, sua acdo ocorre inicialmente com a
internalizacdo celular do farmaco, etapa durante a qual ocorre a conversdo enzimatica da 5-
fluorocitosina a 5-fluorouracil (5FU), em seguida, no citoplasma, a 5FU é convertida em
monofosfato de 5-fluorouacil-ribose (5-FUMP), também denominado de é&cido 5-
fluorouridilico, o qual pode ser incorporado ao RNA (através da sintese do trifosfato de 5-
fluoroudina) ou ser metabolizado em &cido 5-fluorodesoxiuridilico, um potente inibidor da
timidilato sintetase, comprometendo assim a sintese de DNA, (figura 12) (BENNETT, 2011).
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Figura 12: Esquema do mecanismo de agéo da flucitosina

citosina

desaminase o
5-FU <= 5-flucitosina

UMP
pirofosforilase

5-FUMP 5-FUDP mpp 5-FUTP
ribonu-
cleotideo
redutase
5-FdUMP RNA
timidilato

sinta
JUMP e T MP

5-FU: 5-fluoracil; UMP pirofosforilase: monofosfato de uridina pirofosforilase; 5-FUMP: monofosfato
de 5-fluorouracil-ribose; 5-FUDP: difosfato de 5-fluorouracil-ribose; 5-FUTP: trifosfato de 5-
fluoroudina; 5-FAUMP: &cido 5-fluorodesoxiuridilico; dUMP: monofosfato de uridina — desoxirribose;
dTMP: monofosfato de timidina — desoxirribose.

Fonte: Bennett (2011).

O fato das células dos mamiferos ndo converterem a flucitosina em fluorouracil, torna
a acdo deste medicamento seletiva para seres que a possuem (BENNETT, 2011). Muitos
fungos filamentosos ndo possuem as enzimas necessarias para a internalizacao e conversao da
flucitosina, logo a atividade fungicida da 5-fluorocitosina € limitada a leveduras do género
Candida e Cryptococcus (MATHEW; NATH, 2009).
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3.3.4 Equinocandinas

Comparada as demais classes de antifingicos, as equinocandinas é a mais nova, sendo
esta representada pela micafungina (Figura 13), anidulafungina e caspofungina (CORTES;
RUSSI, 2011).

Figura 13 - Estrutura quimica da micafungina.
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Fonte: Pasqualotto e Denning (2008).

As equinocandinas tém como alvo celular a parede da célula flngica e agem
impedindo a sintese desta por meio da inibi¢do da enzima [-(1,3)-D-glucano sintese,
impedindo entdo a sintese de B-(1,3)- D-glucano (componente integrante da parede celular
fungica) resultando entdo no comprometimento da estabilidade dessa estrutura e, por
conseguinte a morte do fungo (PIGATTO; UCHOA; COSTA, 2009; CORTES; RUSSI,
2011).

3.4 RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

Bastante divulgada, a expressao resisténcia microbiana é sempre utilizada quando nos
referimos a ndo susceptibilidade de um fungo a um agente antifingico nos testes de
susceptibilidade in vitro, em que o valor da concentracdo inibitéria minima (MIC ou CIM) da
droga ultrapassa o limite de “breakpoint” estabelecido para a espécie fungica. A resisténcia
microbioldgica pode ser intrinseca (primaria) ou adquirida (secundaria) (KANAFANI;
PERFECT, 2008).
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A intrinseca pode ocorrer em organismos nunca expostos a droga de interesse num
hospedeiro. E definida como resisténcia a todos ou a maioria dos isolados de uma espécie a
certa droga. Podendo ser encontrada naturalmente em certos fungos, como por exemplo: a C.
krusei ao fluconazol e o C. neoformans as equinocandinas. Por outro lado, a resisténcia
adquirida surge somente apds a exposicdo do organismo a droga e é caracterizada por uma
alteracdo na expressdo génica, quando em presenca do agente antifungico (KANAFANI;
PERFECT, 2008; REX et al., 1997).

Embora ndo tdo frequente existem cepas de Candida spp. resistentes aos polienos,
sendo a maioria destes casos resisténcia do tipo secundaria (MURRAY et al., 2014). O
principal mecanismo de resisténcia a esta classe de antifingicos deve-se a mutagdes no gene
ERG3, que resulta na diminuicdo do ergosterol ou substituicdo deste por outros esterdis
(fecosterol) com pouca afinidade pelos polienos (PEMAN; CATON; ESPINEL-INGROFF,
2009).

Alteracdes em outros genes reguladores de enzimas formadoras do ergosterol (ERG1 e
ERG25) também resultam na resisténcia a polienos (KHOT et al., 2006), assim como o
aumento da atividade da catalase e a diminuicdo ao dano oxidativo (KANAFANI;
PEREFECT, 2008).

Com relacdo aos azois, 0 uso indiscriminado destes medicamentos, principalmente o
fluconazol, tem feito emergir cepas de Candida resistentes. Entre os mecanismos que
promovem a resisténcia a este grupo de farmacos estdo a inducdo de bombas de efluxo pelos
genes CDR e MDR, resultando na reducdo da concentracdo de azélicos intracelularmente
necessaria para produzir efeito satisfatorio; mutacdes nos genes ERG11, que resulta numa
enzima C-14-a-desmetilase com alteracdo no sitio alvo de ligacdo dos azdis (SAGUINETTI,;
POSTERARO; LASS-FLORL, 2015); aumento da concentracdo da enzima-alvo, decorrente
de alteracdes no gene ERG11p (KANAFANI; PERFECT, 2008).

A substituicdo do ergosterol pelo fecosterol, resultado de mutacdes no gene ERGS,
também promove resisténcia aos azoOis, uma vez que ocorre a anulacdo dos efeitos
perturbadores na membrana causado pelos azois (SAGUINETTI; POSTERARO; LASS-
FLORL, 2015). Ressaltando-se que cepas de Candida com muta¢bes ERG3 também séo
resistentes aos polienos, pois suas membranas celulares sdo desprovidas de ergosterol
(KANAFANI; PERFECT, 2008).
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Quanto a flucitosina, os mecanismos de resisténcia a esta droga envolvem mudancas
na enzima citosina permease (codificada pelo gene FCY2), que é responséavel pela absorcéo
da droga dentro da célula; ou mudancas na enzima citosina desaminase (codificada pelo gene
FCY1), que é responsével pela conversdo de flucitosina a 5-fluorouracilo; ou mudancas na
enzima uracila fosforibosil transferase, que é responsavel pela transformacdo de 5-
fluorouracilo para monofosfato de 5-fluoroudina (codificada pelo gene FUR1), a qual impede
o comprometimento do RNA, DNA e sintese protéica (ESPINEL-INGROFF, 2008).

Tem-se observado que a maioria destes mecanismos de resisténcia a flucitosina é
direcionada a Candida albicans, porém resisténcia a C. glabrata, também vem sendo
evidenciada, por mutagfes em outros genes (WHITE, 2007; PFALLER, 2012).

Embora raro, tem sido relatado casos de resisténcia de C. krusei, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. albicans a equinocandinas (PFALLER, 2012). A resisténcia a uma das
equinocandinas pode ser estendida as demais. Raramente, farmacos desta classe sdo afetados
por bombas de efluxo (ARENDRUP et al., 2010). O principal mecanismo de resisténcia as
equinocandinas decorre de mutacdes no gene FKS1, responsavel pela codificacdo da enzima
alvo B-1,3-D-glucano sintase (ARENDRUP et al., 2010; PFALLER, 2012).

3.5 CONSIDERACOES SOBRE PRODUTOS NATURAIS

Por volta do século XX, com a ascensdo da sintese quimica e a industrializacdo de
medicamentos, as industrias farmacéuticas acharam que preveniriam e curariam todas as
moléstias que acometiam os seres vivos por meio de drogas sintéticas. Hoje, percebe-se que
esse anseio ndo foi totalmente alcancado com sucesso, uma vez que ndo se obteve todas as
substancias sintéticas necessarias para a cura e prevencao de todas as enfermidades (SILVA,
2016).

Entre as enfermidades que aterrorizam o homem estdo 0s processos infecciosos, cada
vez mais dificeis de serem tratados com o arsenal antimicrobiano desenvolvido ao longo dos
anos, devido a emergéncia de patdgenos multirresistentes, resultados do uso indiscriminado e
excessivo dos farmacos disponiveis (OLIVEIRA et al., 2010).

Dentre os primordios da origem da origem humana, as plantas eram usadas com fins
terapéuticos. Sendo a diversidade molecular dos produtos de origem natural muito superior
aquela derivada de processos de sintese (BARBOSA — FILHO et al., 2007).
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Os produtos naturais tém mostrado resultados positivos na eliminagdo de micro-
organismos multirresistentes a exemplo de Souza et al. (2011) em que cujos ensaios com
extratos de L. camara e L. montevidensis verificou um efeitos modulador destes sobre o
aminoglicosideo frente a micro-organismos resistentes, além disso esses extratos mostraram
atividade inibitoria sobre cepas sensiveis e multirresistentes de bactérias gram positivas e
gram negativas.

Estudos com decoctos de Schinus terebenthifolius Raddi (aroeira), Punica granatum
(romd) e Cinnancomum zeylanicum Breym (canela) mostra a atividade antifungica destes
frente a diversas cepas de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis (ABILIO et al., 2014).

Os produtos naturais e seus derivados tém sido reconhecidos por muitos anos como
fontes de agentes terapéuticos e de diversidade estrutural (LAHLOU, 2013). Durante a Gltima
década, as plantas medicinais com as caracteristicas de varios constituintes, acdes e alvos tem
se expandido a nivel mundial e ganhou popularidade consideravel. Assim sendo, os produtos
naturais a base de plantas fornecem uma fonte inigualavel de diversidade quimica para a
descoberta de moléculas biologicamente ativas importantes e interessantes (LI, 2002).

Inmeros compostos derivados de plantas medicinais tém sido utilizados como
prototipos para a sintese de novos agentes terapéuticos. Isso proporciona a elaboracdo de
diversos novos farmacos com funcgdes terapéuticas diversificadas (BARBOSA-FILHO et al.,
2007; NEWMAN; GRAGG, 2012).

Produtos naturais bioativos e seus derivados tém sido utilizados como uma promissora
fonte de novos farmacos para o tratamento de doencas infecciosas. 1sso se deve as
caracteristicas Unicas das moléculas antimicrobianas naturais, ou seja, a sua imensa
diversidade gquimica, permeabilidade celular intrinseca e especificidade bioativa (JIANG et
al., 2008).

Todos esses fatores tém ajudado a pressionar uma crescente procura dentre 0s
produtos naturais por agentes antifingicos novos, que sejam mais eficazes e menos toxicos do
que estdo em uso (KHAN; AHMAD; CAMEOTRA, 2013; RAJPUT; KARUPPAYIL, 2013).
Dentre os compostos antifungicos de origem natural tém-se dado muita atencdo nos dltimos
tempos aos terpenos, moléculas consideradas promissoras ferramentas terapéuticas no

tratamento de infec¢des fangicas e pelo seu reconhecido poder antimicrobiano (LEITE, 2016).
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3.5.1 Oleos essenciais e terpenos

Entre as diversas substancias produzidas nos vegetais estdo os 6leos essenciais,
metabdlito secundério caracterizado por ser uma mistura complexa de substancias volateis,
naturais, de odor forte, originado de plantas aromaticas (BAKKALI et al., 2008). Podem ser
sintetizados em qualquer 6rgdo da planta, desde a raiz as sementes, estes liquidos volateis e
limpidos, raramente coloridos e lipossoliveis sdo produzidos pelos vegetais com intuito de
garantir a sua sobrevivéncia, uma vez que servem para a defesa da planta contra herbivoros e
micro-organismos, protecdo contra raios UV, atracdo de polinizadores ou animais dispersores
de sementes (SANTOS, 2004; BAKKALI et al., 2008).

No organismo humano estas substancias produzem diversas propriedades bioldgicas.
Por ser uma mistura, os 6leos essenciais podem conter de 20 a 60 componentes, destes, 0s
dois ou trés componentes em maior concentragdo sdo considerados majoritarios, 0s quais
geralmente determinam as propriedades biologicas do 6Oleo essencial (BAKKALI et al.,
2008).

Quimicamente, a maioria dos Oleos essenciais € constituida de derivados
fenilpropanoides ou de terpendides, sendo estes Gltimos os predomeninantes (SIMOES;
SPITZER, 2010).

Usualmente empregados na producdo de perfumes e cosmeticos (EDRIS, 2007), os
terpenos sdo formados pela condensacdo de varias unidades de carbono (C5) chamados de
isopreno (CsHs), que por sua vez origina-se do acido mevaldnico. O isopreno é um composto
organico da classe dos alcadienos, que sdo hidrocarbonetos insaturados com duas duplas
ligacGes (LEITE, 2016).

Os compostos terpénicos podem ser classificados de acordo com o numero de
unidades de isopreno: hemiterpenos ou isoprenos (C5), monoterpeno (C10), sesquiterpenos
(C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40), polisoprendides (nC) e seus
derivados oxigenados (terpenoides) (BAKKALLI et al., 2008).

Os terpenos mais frequentes nos 6leos essenciais sdo 0s monoterpenos (cerca de 90%
dos 6leos volateis) e os sesquiterpenos. Os monoterpenos podem ser divididos em trés
subgrupos: aciclicos (mirceno, linalol, geraniol), monociclicos (a-terpineol e terpinoleno) e

biciclicos (a-pineno, tujona e canfora) (SIMOES; SPITZER, 2010).
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3.5.2 O geraniol

O geraniol, molécula aciclica, também caracterizada estruturalmente por possuir um
grupo hidroxila e duas duplas ligagdes (Figura 14) € um exemplo de monoterpeno bastante
estudado devido as suas diversas atividades bioldgicas.

Figura 14 - Estrutura quimica do geraniol.
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Fonte: Leite (2016).

Presente em um grande ndmero de tecidos vegetais, o geraniol normalmente é
encontrado juntamente com os produtos de sua oxidacdo: geranial e neral (ismeros do citral)
(IIMA et al., 2004). O produto referido como “geraniol” ¢ uma mistura de dois isOmeros Cis
- trans, onde o isémero trans é chamado de geraniol e o cis de nerol (CHEN; VILJOEN,
2010).

De odor agradavel, o geraniol ¢ utilizado como agente natural no controle de pragas,
uma vez que este monoterpeno possui propriedades inseticidas e repelentes de baixa
toxicidade para mamiferos. Tem sido sugerido que o geraniol representa uma nova classe de
agentes quimiopreventivos contra o cancer. Também foi se investigado outras atividades
biolégicas como: antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria e alguns efeitos vasculares
(CHEN; VILJOEN, 2010).

O geraniol é dos principais componentes do 6leo do geranio (Pelargonirem hortorum),
o0 qual é utilizado na medicina popular em lavagem vaginal para o tratamento da candidiase
vaginal (MARUYAMA et al., 2008).
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Vérios estudos tém comprovado a a¢do antimicrobiana do geraniol. Pereira et al.
(2012) constatou uma excelente atividade antifungica deste fitoconstituinte frente a cepas de
Trichophyton rubrum, verificando também a possivel acdo desta molécula no ergosterol da
membrana, além da inibicdo da sintese deste esterol.

Leite et al. (2014) em seus estudos observaram atividade antifungica do geraniol
frente a cepas de Candida albicans com uma CIM de 16ug/mL, sendo este fitoconstituinte
capaz de interferir na morfologia do crescimento flingico, impedindo a producdo de pseudo-
hifa e clamidoconidios.

Mesa-Arango et al. (2009) e Marcos-Arias et al. (2011) também demonstraram a
atividade antifingica do geraniol frente a diversas espécies de Candida, reforcando que este

fitoconstituinte tem in vitro uma importante atividade antifingica.

3.6 ESTUDO IN SILICO DE TOXICIDADE E FARMACOCINETICA DE COMPOSTOS
NATURAIS

Conforme discutido em seccbes anteriores a emergéncia de patdgenos fungicos
resistentes aos antimicrobianos disponiveis para tratamento tem impulsionado a busca de
novos farmacos, mais eficazes e menos toxicos; no entanto, a descoberta e o desenvolvimento
de novos farmacos requerem um gasto oneroso para as induastrias farmacéuticas, problema que
pode ser minimizado com a aplicacdo de tecnologia computacional nesta fase, pois esta
possibilita a reducdo do nimero de ensaios em laboratérios para selecdo e desenvolvimento de
um novo farmaco, otimizando assim custos e tempo (RAJASEKHA et al., 2011).

As ferramentas computacionais, in silico, possibilitam avaliar a farmacocinética,
propriedades bioldgicas e toxicas de um composto nas fases iniciais da sua descoberta e
desenvolvimento, o que possibilita aos cientistas farmacéuticos selecionar os melhores
candidatos ao seu desenvolvimento, bem como rejeitar aqueles com uma baixa probabilidade
de sucesso (RAJASEKHA et al., 2011).

Estima-se que para obter uma nova droga segura e eficaz ao consumo humano, seja
necessario entre 15 a 25 anos, com um gasto de 800 milhdes a 1,4 bilhdes de ddlares
(GELDENHUYS, et al., 2006). Uma das razfes 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 (SILVA, 2016).
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O uso destas ferramentas computacionais tem sido estimulado pela legislagdo recente,
uma vez que é possivel obter pardmetros toxicoldgicos prévios sem ter que usar animais para
este fim (OLIVEIRA FILHO et al., 2015).

O estudo de fitoconstituintes como o geraniol por meio de ensaios in silico é
primordial, uma vez que possibilita predizer o potencial desta molécula como futuro farmaco

de medicamentos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAL DO TRABALHO

Os ensaios laboratoriais foram realizados no Laboratério de Micologia Clinica do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal da Paraiba.

4.2 FITOCONSTITUINTE, ANTIFUNGICOS E SUBSTANCIAS

O fitoconstituinte incluido no estudo, geraniol, e demais substancias usadas nas
analises: sorbitol, ergosterol, anfotericina B e fluconazol foram adquiridas na Sigma-
Aldrich®. As solucdes dos agentes antifungicos foram preparadas no momento de execucio
dos ensaios, dissolvendo-os primeiramente em dimetilsulfoxido (DMSO) a 5% e Tween 80
(Sigma-Aldrich®) a 2%, e utilizando 4gua destilada estéril (ou 0 meio RPMI-1640, ensaio de

checkeboard e modulacéo) para alcancar a concentracdo desejada.
4.3 MEIOS DE CULTURA

Para a execucdo dos testes os meios de cultura utilizados foram: o agar e o caldo
Sabouraud dextrose (DIFCO - Laboratories Co./USA/France), meio liquido RPMI 1640 com
L-glutamina, sem bicarbonato de sodio e com 20mm de Hepes Sigma-Aldrich®. O preparo
destes meios seguiu as instrucdes do fabricante e foram distribuidos em balbes e/ou tubos de

ensaios adequados para 0s ensaios microbiologicos.

4.4 MICRO-ORGANISMOS

Para os ensaios de atividade antifungica foram utilizadas cepas clinicas obtidas de
hemoculturas, que hoje fazem parte da colecdo da micoteca do Laboratério de Micologia
Clinica — UFPB. Foram usadas cinco cepas de Candida albicans (49, 271, 369, 607, 681),
cinco de Candida glabrata (46, 173, 221, 512, 561) e cinco de Candida krusei (656, 885, 978,

LM 08, LM 13). Todas apresentavam diferentes padrGes de sensibilidade e resisténcia aos
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antifungicos fluconazol e anfotericina B. Antes do inicio dos experimentos todas as cepas
foram repicadas trés vezes em Caldo Sabouraud Dextrose - CSD a fim de revitaliza-las.

Do ultimo repique de revitalizacdo se fez novos repiques de cada cepa que foram
mantidos em tubos de ensaio contendo ASD inclinado, sob-refrigeracdo (4°C) e a temperatura
de 35-37°C como estoque. Nos ensaios foram usados repiques recém obtidos de 24-48 horas
de incubacéo a 35-37°C.

4.5 INOCULO

Na preparacdo da suspensdo dos micro-organismos, as cepas selecionadas foram
mantidas no meio de cultura, durante 24-48 horas a temperatura de 35-37 °C. Logo, estas
foram transferidas para uma solucdo fisioldgica (0.85 %) esterilizada até atingir a turbidez
padrdo do tubo n° 0,5 da escala Mc Farland (uma suspensdo de sulfato de bario e &cido
sulfirico), obtendo-se assim, aproximadamente 1-5 x 10° UFC/mL de leveduras,
(CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000; CLSI, 2008).

4.6 METODOLOGIA
4.6.1 Avaliacédo das atividades antimicrobianas in vitro
4.6.1.1 Determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada através da técnica da microdiluicdo em placa
de 96 orificios com tampa (INLAB/Indlstria Brasileira). Na referida placa estéril foi
distribuido inicialmente 100 pL do meio de cultura (RPMI-1640 liquido) duplamente
concentrado, a partir da primeira linha (1) até a Gltima (12). Em seguida foi distribuido na
linha 1 (nas cavidades A até H) 100 uL do geraniol, duplamente concentrado. Por meio de
diluicGes seriadas a razdo de 2 até a antepenultima linha, obteve-se as concentracdes de 1024
a 4 pg/mL. Por fim, foi adicionado 10 uL do inoculo, previamente preparado a 1-5 x 10°
UFC/mL, das espécies nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa flngica.

A penultima e a dltima linha (11 e 12) foram reservadas, respectivamente, para os controles
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do crescimento microbiano no meio de cultura na auséncia produto teste e para o controle de
esterilidade do meio (CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998).

Para o controle de cescimento microbiano (realizado para verificar a auséncia de
interferéncia nos resultados pelos agentes emulsificantes utilizados na solubilizacdo dos
monoterpenos) foi adicionado aos 100 pL do RPMI-1640, 100 pL solu¢gdo com DMSO (5%),
Tween 80 (2%) e 10 pL da suspensdo de levedura. Quanto ao controle de esterilidade do meio
realizou-se colocando apenas 100 pL do RPMI-1640 nas cavidades da Gltima linha.

O ensaio foi realizado em triplicata e incubado a 35-37°C durante 24-48 horas. Ap6s
0 tempo de incubacdo adequado dos ensaios com 0s micro-organismos, realizou-se a primeira
leitura dos resultados.

Definiu-se a CIM como a menor concentragcdo capaz de inibir visualmente o
crescimento microbiano verificado nos orificios, quando comparado com 0 crescimento
controle. E também pela observacdo da mudanca da coloracdo do meio de cultura, de rosa
para amarelo, indicando crescimento microbiano.

Os resultados foram expressos pela media aritmética das CIM’s obtidas nos ensaios.
Os resultados foram expressos em CIMgy € CIMso para aquelas concentracdes que cada
produto conseguiu inibir 90% e 50% das cepas ensaiadas, respectivamente. (ALLEGRINI;
BOUCHBERG; MAILLOLS, 1973; MANN; MARKHAM, 1998).

Produtos naturais com CIM até 500ug/mL foram considerados com forte atividade
antimicrobiana, com CIM entre 600 ¢ 1600ug/mL possuem atividade moderada e CIM acima
de 1600ug/mL considerados com atividade fraca (SARTORATTO et al., 2004).

4.6.1.2 Determinacdo da concentragdo fungicida minima (CFM)

Apos leitura da CIM, aliquotas de 10 pL do sobrenadante das cavidades onde foi
observada completa inibicdo do crescimento fungico nas placas de microdiluicdo foram
semeadas em placas de ASD. As placas foram incubadas a 35-37°C por 24-48 horas. A CFM
foi considerada como a menor concentragdo em que o crescimento foi inferior a 3 colénias
(aproximadamente 99 a 99,5 % de atividade de morte). Os ensaios foram realizados em
triplicata e a média geométrica foi calculada (ESPINEL-INGROFF et al., 2002).

Quando a razdo CFM/CIM de um agente estd compreendida entre 1:1 a 2:1, a

substancia quimica é considerada como fungicida contra o patdgeno, caso a razao seja >2:1, 0
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modo de acdo provavelmente é fungistatico (CLSI, 2009; HAFIDH et al., 2011; OLIVEIRA
et al., 2012).

4.6.2 Cinética de morte fungica

A cinética de morte do micro-organismo frente ao produto teste foi realizada de
acordo com trabalho de Klepser et al. (1998), com algumas modificacbes. As cepas
escolhidas: C. albicans 681, C. glabrata 173 e C. krusei 885 (por serem resistentes ao
fluconazol, porém sensiveis a anfotericina B) foram cultivadas em ASD em tubo, 24 horas
antes do teste. As suspensdes fungicas foram preparadas supendendo-se 3-5 coldnias, recém-
obtidas, em NaCl 0,85%, a suspensdo resultante foi ajustada com um padrdo 0,5 de
McFarland (1-5 x 10° UFC/mL). Desta suspensdo 0,5 mL foram adicionadas a tubos com 4,5
mL de caldo Sabouraud dextrose - CSD com ou sem o produto teste nas varias concentracoes
apropriadas (CIM=+2, CIM, CIMx2 e CIMx4). Isto resultou em uma diluicdo de 1:10 da
suspensdo fangica e forneceu um indculo inicial de cerca de 1-5 x 10> UFC/mL. Quanto ao
controle positivo, anfotericina B, este foi testado na concentracdo da CIM (CORREA-
ROYERO et al., 2010; ERNST et al., 2002; KEELE et al., 2001).

Os tubos de cultura inoculados foram agitados em aparelho Vortex e incubados a 35-
37°C. Em pontos de tempo predeterminados (0, 2, 4, 8, 12 e 24 h ap0s a adi¢do do geraniol ou
antifangico), 0,01 mL da amostra foi removida de cada tubo de cultura e semeada por
esgotamento em estrias sucessivas em placa de ASD. Para os tubos com grande turbidez
realizava-se uma diluicdo prévia de 1:10, a partir da qual retirava-se a aliquota para
inoculacdo em ASD. As placas foram incubadas a 35-37°C por 24-48 h. Apds esse periodo de
incubacdo, o numero de unidades formadoras de colénia (UFC) em cada placa foi contado e
multiplicado pelo fator da diluicdo utilizada, a fim de se obter o nimero de UFC/mL. O limite
minimo de deteccdo foi de 100 UFC/mL. O experimento foi realizado em duplicata. As
curvas foram construidas plotando a contagem média de colbnias (log;0UFC/mL) em funcéo
do tempo (horas) com o GraphPad Prism version 5.0 for Windows, Programa GraphPad, San
Diego California USA, (www.graphpad.com.) Foi considerada atividade fungicida da droga
quando houve reducdo no crescimento igual ou maior a 3 logio (> 99,9%) a partir do indculo

inicial, e atividade fungistatica quando houve reducdo no crescimento menor que 3 logio (<
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99,9%) UFC/mL (CORREA-ROYERO et al., 2010; ERNST et al., 2002; KEELE et al.,
2001).

4.6.3 Acdo do produto na parede celular fangica

Para investigar a acdo do produto na parede celular flngica foi realizado ensaio com
sorbitol, um protetor osmético usado para estabilizar os protoplastos de fungos. Caso o
produto atue de alguma forma sob a parede celular do fungo, ele provocara a morte célular
quando na auséncia de um estabilizador osmético, mas permitira seu crescimento na presenca
desse suporte osmotico. Dessa maneira, este ensaio compara as CIM’s dos produtos
antifangicos na auséncia e presenca de sorbitol a 0,8 M (FROST, 1995).

A determinacdo da CIM do geraniol, na presenca do sorbitol (0,8M), foi realizada
pelo método de microdiluigdo, utilizando placas de microdiluicdo contendo 96 cavidades,
semelhante ao item 4.6.1.1, sendo este ensaio realizado com as cepas C. albicans 681, C.
glabrata 173 e C. krusei 885. Em uma coluna da placa, foi adicionado em todos 0s 12 pocos
100 pL do meio liquido caldo Sabouraud dextrose - CSD previamente adicionado de sorbitol
0,8 M. Na coluna seguinte adicionou-se em todos os 12 pocos 100 pL de CSD sem sorbitol.
Posteriormente, 100 pL da solucdo do geraniol, na concentracdo de CIMx256 (131.072
pg/mL), foi dispensados nas cavidades da primeira linha das colunas da placa. Por meio de
uma diluicdo seriada a uma razdo de dois obteve - se concentracbes de CIMx128 (65.536
pg/mL) até CIM+4 (128 pg/mL) do geraniol. Por fim, foi adicionado 10 pL do indculo das
espécies nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa fungica (FROST et
al., 1995).

Um controle de micro-organismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 pL
do meio CSD com sorbitol (0,8 M), 100 pL de solugdo de DMSO (5%) mais Tween 80 (2%)
dissolvidos em CSD; e 10 pL do inoculo de cada espécie. Um controle de esterilidade
também foi realizado, sendo colocados 200 pL do CSD em um orificio sem a suspensdo dos
fungos. As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35-37°C por 48 horas para ser
realizada a leitura (FROST et al., 1995).

Os valores de CIM dos produtos foram entdo comparados na auséncia e presenca de
sorbitol. Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média

geométrica dos resultados (FROST et al., 1995).
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4.6.4 Acéo do produto na membrana celular - Interagdo com o ergosterol

Muitos farmacos disponiveis para o uso clinico interagem diretamente com o
ergosterol, ocasionando a ruptura da membrana celular fungica e perda de contetdo
intracelular. Para determinar se o geraniol se liga ao ergosterol da membrana fungica, a CIM
deste produto para C. albicans, C. glabrata e C. krusei foi determinada por microdiluicdo em
meio com e sem a adicdo de ergosterol. Se a atividade do produto for causada pela ligacdo ao
ergosterol, o ergosterol exdgeno impedira a ligacdo com o ergosterol da membrana fungica e
como consequéncia, a CIM desse produto tende a aumentar na presenca do ergosterol
exdgeno em relacdo ao ensaio controle. Caso a CIM do produto permaneca inalterada na
presenca de ergosterol exdgeno, sugere-se que este composto ndo age ligando-se ao ergosterol
da membrana. Da mesma forma, pode-se observar se este comportamento € especifico para o
ergosterol ou se ele acontece semelhantemente com colesterol (ESCALANTE et al., 2008).

A determinacdo da CIM dos produtos (geraniol e anfotericina B) contra cepas de C.
albicans 681, C. glabrata 173 e C. krusei 885 foi realizada por microdilui¢do, utilizando
placas de microdiluicdo contendo 96 cavidades, semelhante ao protocolo exposto no item
4.6.1.1. O meio de cultura (CSD) foi utilizado na auséncia e na presenca de 400 pg/mL de
ergosterol. Um controle de micro-organismo foi realizado colocando-se nos pocos da
penultima linha da placa 100 pL de solucdo de DMSO (5%) mais Tween 80 (2%) dissolvidos
em CSD com ergosterol e 10 pL do indculo de cada espécie. Um controle de esterilidade
também foi realizado colocando-se apenas 100 UL do meio de cultura em orificios sem a
suspensdo dos fungos. Por ultimo, foi realizado todo o procedimento acima com a anfotericina
B, cuja interacdo com ergosterol ja é conhecida, para servir de controle positivo dos
resultados. As placas foram seladas e incubadas a 35-37°C por 24 - 48 horas para ser
realizada a leitura. Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela
média geométrica dos resultados (ESCALANTE et al., 2008).

4.6.5 Determinacdo do indice de concentracdo inibitéria fracionada (pelo método de

checkerboard) do geraniol associado com antifungicos licenciados
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As combinacBes de geraniol com os antifingicos licenciados (anfotericina B ou
fluconazol) foram testadas em triplicata frente as cepas de C. albicans 681, C. glabrata 173 e
C. krusei 885, utilizando a técnica de microdiluicdo checkerboard com modificacbes
(ELIOPOULQOS, MOELLERING, 1991). Inicialmente, 50 uL do meio RPMI-1640 foram
adicionados nos pocos da placa de microdiluicdo. Em seguida, foi adicionado na primeira
linha no sentido horizontal da placa (1-16) 50 uLL do monoterpeno a uma concentracdo 4
vezes superior a concentracdo inicial desejada (como a concentragéo inicial era CIMx4, entéo
colocou-se inicialmente o geraniol na concentracdo CIMx16) e realizou-se a dilui¢do seriada
em razdo de dois. Posteriormente, no sentido vertical da placa (A-H) foi adicionado em cada
linha 100 pL do antifingico (anfotericina B ou fluconazol) em diferentes concentracfes
(CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIM=2, CIM+4, CIM=+8, CIM=+16). Devido as diluicGes que
0 monoterpeno e os antifingicos sofreram ao longo da técnica foi possivel se obter cada um
destes nas seguintes concentragdes: CIMx4, CIMx2, CIM, CIM+2, CIM+4, CIM=+8, CIM+16
e CIM+32). Removeu-se 100 pL da mistura em cada poco. Por fim, foram adicionados 10 puL
da suspensdo fungica em cada po¢o. As placas foram incubadas a 35-37 °C por 24-48h.
Decorrido este tempo realizou-se a leitura visual dos pocos em que ndo houve crescimento

microbiano.

Tanto os antifingicos quanto o monoterpeno usados nesta técnica foram dissolvidos
em DMSO (5%) mais Tween 80 (2%) e em caldo RPMI-1640 concentracao simples (ao invés

de &gua destilada estéril).

Para avaliar a interacdo de cada combinacdo, o ICIF (indice da Concentracio
Inibitoria Fracionada) foi calculado através da soma do CIFa + CIFg, onde a concentragédo
inibitoria fracionada de A - CIFa representa o geraniol e a concentragdo inibitoria fracionada

de B - CIFg pode representar a anfotericina B ou fluconazol.

O CIFa, por sua vez, é calculado através da relacdo CIMa combinado/CIMa sozinho,
onde CIMa combinado é a concentragdo inibitdria minima do geraniol em associacdo e CIMa
sozinho é a concentracdo inibitoria minima do geraniol sozinho; enquanto que o CIFg = CIMg
combinado/CIMg sozinho, onde CIMg combinado é a concentracdo inibitéria minima da
anfotericina B ou fluconazol em associacdo e CIMg sozinho é a concentracdo inibitoria

minima da anfotericina B ou fluconazol sozinho. Este indice é interpretado da seguinte forma:

53



sinergismo (<0,5), aditividade (>0,5 e <1), indiferenca (>1 e <4) ou antagonismo (>4,0)

(LEWIS et al., 2002).

Além de suas propriedades antimicrobianas intrinsecas, o geraniol ensaiado pode
alterar o efeito de antimicrobianos convencionais (utilizados na pratica clinica), seja
aumentando a atividade antifungica ou revertendo a resisténcia aos antifungicos
convencionais. Além disso, uma das razdes para a utilizacdo da associacdo de dois ou mais
compostos atimicrobianos se faz interessante, pois podem levar a uma diminuicdo das doses
necessarias das drogas, e assim, diminuir o perfil de eventos adversos, aumentando a eficacia
(VAZQUEZ, 2008; CASTRO, 2010).

4.6.6 Avaliacdo da interferéncia do geraniol sobre a resisténcia aos antifungicos licenciados

(ensaio de modulagéo)

Para avaliar se o geraniol modularia a acdo da anfotericina B e fluconazol frente as
cepas de C. albicans 681, C. glabrata 173 e C. krusei 885, a CIM destes antifungicos foram
determinadas, pela técnica de microdiluicdo, na auséncia e na presenca do geraniol em
concentracdes sub-inibitérias (CIM/8). Os valores de CIM dos antifingicos foram entéo
comparados na auséncia e presenca do geraniol CIM/8. As placas foram incubadas durante 24
horas a 35-37 °C. Os testes foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média
geométrica dos resultados (COUTINHO et al., 2008; ELIOPOULOS, MOELLERING, 1991).

4.7-ENSAIOS IN SILICO

No presente estudo para os ensaios in silico sobre o geraniol foram utilizados o0s

seguintes softwares: Osiris, Molinspiration e o Pass online.

4.7.1 Osiris

A  ferramenta Osiris é um  software online  (http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/) capaz de predizer a toxicidade do geraniol comparando sua estrutura

quimica com fragmentos moleculares, cuja toxicidade definida encontra-se num banco de
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dados. Os resultados da toxicidade s&o expressos em efeito mutagénico, tumorigénicos,
irritabilidade e efeitos sobre o sistema reprodutor (URSU; OPREA, 2010; URSU et al., 2011).

Nesta analise, os resultados foram classificados a partir de uma escala de 1 a 3, onde: 1
significa toxicidade ausente, 2 toxicidade moderada e 3 toxicidade severa.

Além de informar sobre a possivel toxicidade de uma molécula o Osiris é capaz de
informar parametros fisico-quimicos importantes na predicdo da biodisponibilidade oral
tedrica da droga em estudo. Estes parametros sdo: coeficiente de particdo (dgua/6leo) - cLogP,
peso molecular, nimero de aceptores de hidrogénio - nALH, nimero de doadores de
hidrogénio—nDLH (URSU; OPREA, 2010; URSU et al., 2011).

Baseando-se na “Regra dos cinco” Lipinski (2004), caso a molécula apresente scores
de pelo menos 3 parametros atendendo o exigido (cLogP < 5; peso molecular < 500 daltons;

nALH < 10; nDLH < 5), a molécula possivelmente apresentard boa biodisponibilidade oral.

4.7.2 Molinspiration

O Molinspiration € um software da web muito utilizado nos ensaios in silico
(http://www.molinspiration.com.), este é capaz de avaliar a molécula fornecendo diversos
parametros, entre estes a capacidade de predizer em probabilidade se o geraniol atuaria sobre
determinados alvos farmacoldgicos: modulador de canal idnico — ICM, inibidor de quinase —
K, ligante de receptor nuclear — NRL, inibidor de protease — PI, inibidor de enzima — El
(ERTL, ROHDE, SELZER, 2000).

4.7.3 Pass online

O Passo online (http://www.way2drug.com/passonline) é um software capaz de
informar possiveis atividades bioldgicas de uma molécula, baseando-se no arranjo molecular
(NIGSCH et al. , 2011). Por meio de consulta a um banco de dados este programa compara a
molécula organica em estudo com outras moléculas com atividade bioldgica definida e assim
fornece previsbes simultaneas de muitas atividades biologicas baseando-se apenas na
estrutura quimica do composto organico (CHAND, 2011; KHURANA et al., 2011).

Os resultados obtidos nesse software € expresso em probabilidade da molécula ser

ativa para determinada atividade bioldgica (Pa — probabilidade de ativacdo) e probabilidade
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da molécula ser inativa para determinada atividade bioldgica (Pi — probabilidade de
inatividade) (CHAND, 2011; KHURANA et al, 2011).

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados do ensaio de cinética de morte foram expressos como média + erro
padréo (e.p.) empregando-se o teste t ndo pareado para determinar diferencas significantes,
quando valor de p<0,05. Os resultados foram analisados com o software GraphPad Prism
versdo 5.0 para Windows, San Diego, CA, EUA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA — CIM E CONCENTRACAO FUNGICIDA
MINIMA - CFM

O conhecimento do perfil de sensibilidade dos micro-organismos isolados em
infeccOes antes de se iniciar uma terapia antimicrobiana é um dado de extrema relevancia para
que desta forma se possa ter sucesso no tratamento (SOUSA, 2015).

Diversas sdo as técnicas para se avaliar a sensibilidade de um micro-organismo, seja
em meio s6lido ou em meio liquido (macrodiluicdo e microdiluicdo). Ambas as técnicas
também podem ser usadas para avaliar a atividade de novas drogas frente a micro-organismos
teste (OSTROSKY et al., 2008).

A microdiluicdo, aceita por 6rgdos de padronizacdo deste tipo de técnica, CLSI
(2008), tem se tornado a técnica preferida para avaliar o potencial de novas drogas
antimicrobianas, a exemplo das de origem natural, uma vez que esta técnica é simples,
econémica (por requerer pouca quantidade de meio de cultura e amostras) e com grande
reprodutibilidade (HADACEK; GREGER, 2000; CLSI, 2008; OSTROSKY et al., 2008).

Utilizando-se da microdiluicdo foi possivel obter a Concentragédo Inibitoria Minima —
CIM ou MIC e a Concentragdo Fungicida Minima — CFM do geraniol, além da CIM do
fluconazol e anfotericina B frentes as cepas de C. albicans, C. glabrata e C. krusei (Tabela 1,
2e3).

Tabela 1 - CIM do geraniol, fluconazol e anfotericina B, e CFM do geraniol contra a C.
albicans.

Cepas de Geraniol Fluconazol AnfotericinaB  Controle*
Candida CIM CFM CIM CIM

albicans (Mg/mL) (g/mL) (g/mL) (ug/mL)

C. albicans 49 256 512 2048 0,0625 +

C. albicans 271 512 512 2048 0,0625 +

C. albicans 607 512 512 2048 0,0625 +

C. albicans 681 512 512 2048 0,0625 +

C. albicans 369 256 256 2048 0,125 +

*Controle de crescimento do micro-organismo em RPMI — 1640, DMSO (5%) e tween 80 (2%), sem monoterpeno ou
antifungicos.
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Segundo o CLSI (2008) cepas com CIM >64mg/mL para o fluconazol sao
consideradas resistentes a este antifingico, assim como, cepas com CIM >2mg/mL sdo
consideradas resistentes a anfotericina B. Com base nesta padronizagéo todas as cepas de C.
albicans analisadas foram resistentes ao fluconazol, porém sensiveis a anfotericina B, que
provavelmente se deve a presenca de mecanismos que confere resisténcia apenas aos azois,
como alteragdo na estrutura do sitio alvo da enzima 14 a-desmetilase.

A baixa toxicidade e boa eficécia tornaram o fluconazol uma droga amplamente usada
na préatica clinica (PFALLER et al., 2007), fato que por sua vez resultou numa maior
frequéncia de infecgcdes por cepas resistentes ao fluconazol (ARENDRUP et al., 2013; MULU
et al., 2013). Embora as cepas analisadas sejam sensiveis a anfotericina B a elevada
toxicidade deste medicamento o torna inadequado para muitos pacientes, além é claro do seu
custo, que faz com que este ndo esteja disponivel em muitos hospitais, principalmente no
Brasil; logo, se faz necessario a descoberta de novos farmacos.

Dados deste estudo mostram que o geraniol foi capaz de eliminar a C. albicans
resistente ao fluconazol, demonstrando uma CIM variando de 256 a 512ug/mL e uma
Concentracdo Inibitoria Minima para 90% das cepas — CIMgo e CIMso de 512ug/mL.

De acordo com a classificacdo de Aligianis et al. (2001) o geraniol frente a C. albicans
resistente ao fluconazol demonstrou um forte poder antimicrobiano. O geraniol também
demonstrou uma atividade fungicida, pois a razdo CFM/CIM né&o foi maior que 2:1 com uma
CFM variando de 256 a 512ug/mL.

A natureza do efeito antifingico no que diz respeito a inibicdo ou morte dos fungos
testados é importante. A razdo da CBM/CIM para bactérias ou CFM/CIM para fungos é usado
para especificar a natureza do efeito antimicrobiano contra um determinado agente
patogénico. Segundo alguns autores quando a razdo CBM/CIM ou CFM/CIM de um agente
estd compreendida entre 1:1 a 2:1, a substancia quimica é considerada como bactericida ou
fungicida contra o agente patogénico. Por outro lado, se a razdo for > 2:1, 0 modo de acédo
antimicrobiano é mais provavel que seja bacteriostatico ou fungistatico (CLSI, 2009;
HAFIDH et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; PADLA, SOLIS, RAGASA, 2012). De acordo
com outros autores, um agente ¢ considerado fungicida quando a razdo CIM/CFM for <4 e
fungistatica quando razdo CIM/CFM for > 4 (FARSHORIA et al., 2010; HAZEN, 1998).

Corroborando com os resultados demonstrados na tabela 1 Zore et al. (2010) em suas

analises com cepas de C. albicans sensiveis, com sensibilidade dose dependente (SDD) ao
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fluconazol ou resistentes ao fluconazol, encontraram uma ClMgy, de 561pg/mL para o
geraniol, o qual também demonstrando um efeito fungicida. Contrapondo - se aos resultados
encontrados em nosso trabalho, Leite et al. (2014) em seus estudos verificaram uma
sensibilidade da C. albicans ao geraniol com uma CIMg, de 16ug/mL, sendo este efeito
fungistatico. Miron et al. (2014) obteveram uma CIM deste fitoconstituinte de 128ug/mL
frente a cepas de desta espécie, Singh, Fatima e Hameed (2016) uma CIM 250ug/mL.

A atividade fungicida deste fitoconstituinte torna-se bastante interessante, uma vez que
portadores de infeccbes por Candida multirresistente normalmente sdo pacientes
hospitalizados e que tem um comprometimento nas defesas imunoldgicas; logo, precisam de
drogas com potencial fungicida ao invés de fungistatico.

As leveduras de C. glabrata normalmente ndo sdo sensiveis ao fluconazol, devido a
um padrdo de resisténcia tipo secundaria, fato verificado nas cepas de C. glabrata deste
estudo (Tabela 2). Observou-se também, que duas cepas (46 e 561), demonstraram ser

resistentes tanto ao fluconazol quanto a anfotericina B.

Tabela 2 - CIM do geraniol, fluconazol e anfotericina B, e CFM do geraniol contra a C.
glabrata.

Cepas de Geraniol Fluconazol Anfotericina B  Controle*
Candida CIM CFM CIM CIM

glabrata (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ug/mL)

C. glabrata 512 512 512 1024 0,125 +

C. glabrata 221 512 512 1024 0,06 +

C. glabrata 173 256 512 1024 0,25 +

C. glabrata 561 > 4098 > 4098 > 4098 > 4098 +

C. glabrata 46 512 512 > 4098 > 4098 +

*Controle de crescimento do micro-organismo em RPMI — 1640, DMSO (5%) e tween 80 (2%), sem monoterpeno ou
antifungicos.

Segundo a literatura a resisténcia de espécies de Candida aos azdis pode decorrer da
ativacdo de bombas de efluxo, reducdo da penetracdo da droga, alteracdo na estrutura do sitio
alvo da enzima (gene ERG11), aumento da concentragdo da enzima - alvo e/ou
desenvolvimento de vias alternativas (gene ERG3) (PEMAN; CANTON; ESPINEL-
INGROFF, 2009).
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Quanto aos polienos o principal mecanismo de resisténcia decorre de alteracbes no
gene ERG3, que resulta em conteudo relativamente baixo de ergosterol ou substituicdo deste
lipideo por outros esterdis (fecosterol) que se ligam menos aos polienos (PEMAN;
CANNTON; ESPINEL-INGROFF, 2009; KANAFANI;PERFECT, 2008).

Sabendo-se que uma mutacdo do gene ERG3 leva alteracdo do contetdo de ergosterol
e conseqilientemente ocasiona resisténcia tanto aos azéis quanto aos polienos podemos entdo
inferir a possivel presenca deste mecanismo de resisténcia nas cepas C. glabrata 46 e 561,
entretanto a cepa de C. glabrata 561 parece ter a mais outros mecanismos de resisténcia, uma
vez que esta apresentou uma CIM > 4098 ug/mL ao geraniol, diferentemente da C. glabrata
561.

Quanto a resisténcia apresentada pelas cepas de C. glabrata 173, 221 e 512 apenas ao
fluconazol, pode se inferir que estas cepas apresentam mecanismo de resisténcia que interfere
somente na via de agdo dos azois como alteragdo na estrutura do sitio alvo da enzima (gene
ERG11) ou aumento da concentragdo da enzima-alvo.

Analisando a atividade do geraniol frente as cepas de C. glabrata o seu desempenho
foi satisfatorio, com uma CIM de 256 - 512ug/mL e uma CIMso de 512 pg/mL.

Quanto a CFM do geraniol frente a cepas de C. glabrata, este foi considerado
fungicida, uma vez que a razdo CFM/CIM ndo foi superior a 2:1, tendo uma CFM
praticamente igual & CIM, variando de 256-512ug/mL.

Marcos-Arias et al. (2011) em seus estudos com cepas de C. glabrata ATCC e cepas
clinica isoladas de protese bucal de pacientes também evidenciou atividade fungicida do
geraniol frente a estes espécimes. Miron et al. (2014) em seus estudos com esta mesma
substancia frente a C. glabrata observou uma CIM variando de 32-128ug/mL, valores bem
abaixo dos detectados neste estudo, o0 que se deve o indculo utilizado por estes autores que era
50 vezes mais diluido.

Entre as espécies de Candida abordada neste trabalho merece destaque a C. krusei,
pois diferentemente das outras que desenvolveram um mecanismo de resisténcia secundario
ao fluconazol esta espécie apresenta uma resisténcia primaria a este antifingico, fato
observado nos isolados, onde a CIM de todas as cepas foram superiores a 64ug/mL (Tabela
3).

61



Tabela 3 - CIM do geraniol, fluconazol e anfotericina B, e CFM do geraniol contra a C.
krusei.

Cepas de Geraniol Fluconazol Anfotericina B Controle*
Candida CIM CFM CIM CIM

krusei (g/mL) (g/mL) (ug/mL) (ng/mL)

C. krusei 656 256 256 512 0,03125 +

C. krusei 978 256 256 128 0,03125 +

C. krusei 885 512 512 128 0,0625 +

C. krusei 13 512 512 > 4098 > 4098 +

C. krusei 08 256 256 > 4098 0,03125 +

*Controle de crescimento do micro-organismo em RPMI — 1640, DMSO (5%) e tween 80 (2%), sem monoterpeno ou
antifungicos.

Das cepas de C. krusei analisadas neste estudo apenas uma, n° 13, demonstrou-se ser
resistente a anfotericina B, possivelmente devido a alteragdes no gene ERG3.

Frente as leveduras de C. krusei o geraniol teve uma excelente atividade antifungica,
sendo capaz de inibir todas as cepas analisadas, demonstrando desta forma ser mais eficiente
que o fluconazol. A CIM variou de 256 a 512ug/mL, com uma CIMsy de 256ug/mL e uma
CIMg de 512ug/mL.

Este importante achado encontra-se em consoancia com o descrito por Pfaller et al.
(2008), no qual ja apontavaa C. krusei como potencial agente patogénico multidroga-
resistentes, devido a sua resisténcia intrinseca ao fluconazol e a relatos recentes que
mostravam uma susceptibilidade diminuida deste agente patogénico tanto a flucitosina quanto
anfotericina B.

Baseando-se na CIMsy de 256g/mL e na ClMg de 512ug/mL o geraniol € tido como
forte agente antifungico. Com base na CIMs, de 256ug/mL é possivel afirmar que o geraniol
foi mais efetivo contra a espécie C. krusei do que com as demais, uma vez que a ClIMs, foi
menor para esta espécie de Candida.

Observa-se na tabela 3 que a CFM de 256 - 512ug/mL do geraniol foi fungicida frente
a C. krusei, pois a razdo CFM/CIM ndo foi maior que 2:1.

Estes resultados sdo corroborados por outros estudos de atividade de geraniol frente a

cepas de C. Kkrusei, nos quais também evidenciaram uma atividade fungicida deste
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fitoconstituinte frente a esta espécie de Candida (MESA-ARANGO et al., 2009; MARCOS —
ARIAS et al., 2011).

Avaliando-se de uma forma geral a CIMg, deste monoterpeno para leveduras
multirresistente do género Candida foi de 512ug/mL, assim como a CFMg,, Vvalor
corroborado por Zore et al. (2010) de 561 pg/mL.

O controle de esterilidade confirmou a auséncia de contaminantes nos meios e
materiais usados nos testes. O controle do in6culo composto de 100uL de solugdo de DMSO
5% e tween 80 a 2%, mais 100uL do caldo e 10uL do indculo, demonstrou que estes agentes
emulsificantes usados para solubilizar os compostos quimicos a serem dissolvidos no meio
ndo desempenharam qualquer atividade antifingica sobre as cepas analisadas; logo, a
atividade antifingica evidenciada foi exclusivamente do geraniol ou antifungico testado.

Baseado nos resultados da CIM e da CFM uma cepa clinica representativa de cada
espécie foi selecionada para realizar os ensaios subsequentes. As cepas selecionadas teriam de
ser resistentes ao fluconazol, apresentar uma CIM e CFM visivel a olho nu e ter boa
reprodutibilidade nos resultados destes ensaios. As cepas selecionadas foram C. albicans 681,
C. glabrata 173 e C. krusei 885.

5.2 CINETICA DE MORTE MICROBIANA

O interesse clinico em novas terapias antifungicas tem impulsionado a necessidade
cada vez maior de melhorar a compreensdo acerca das propriedades farmacodinamicas e
caracteristicas fungicidas destes agentes (KLEPSER et al., 1998). A cinética de morte
microbiana avalia a acdo de um produto sobre um micro-organismo mostrando se 0 mesmo
tem acdo fungicida ou fungistatica (PFALLER; SHEEHAN; REX, 2004).

No presente trabalho, os ensaios de cinética de morte microbiana tiveram seus
resultados expressos em graficos que mostram curvas do logi;o UFC/mL de C. albicans 681
(Figura 15), C. glabrata 173 (Figura 16) e C. krusei 885 (Figura 17) em funcdo do tempo, na
auséncia do geraniol (controle de crescimento do indculo), na presenca da CIM=+2, CIM,

CIMx2 e CIMx4 do geraniol e na presenca da anfotericina B (antifingico padrao).
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Figura 15 - Curva de morte microbiana (Log;UFC/mL) da cepa C. albicans 681, sob acfo da
anfotericina B e de diferentes concentracfes do geraniol.
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Figura 16 - Curva de morte microbiana (Lo, UFC/mL) da cepa C. glabrata 173, sob acdo da
anfotericina B e de diferentes concentracfes do geraniol.
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Os ensaios de cinética de morte microbiana revelaram que independentemente da
espécie de Candida o padrdo de resposta antifungica do geraniol sobre estas espécies foi 0
mesmo. Observa-se que tanto na CIMx2 quanto na CIMx4 apds duas horas o indculo
microbiano tinha sido reduzido em mais de 3 escalas logaritmicas. A CIM por sua vez reduziu
estes indculo em 3 Log;oUFC/mL apartir de aproximadamente 8 horas de contato. Uma
reducdo maior ou igual a 3 LogioUFC/mL a partir do in6culo inicial indica uma agédo
fungicida do agente, caso a reducdo seja menor o agente antifingico tem uma acédo

fungistética.

Figura 17 - Curva de morte microbiana (Log;oUFC/mL) da cepa C. krusei 885, sob acdo da anfotericina
B e de diferentes concentracgGes do geraniol.
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Com base nesta classificacdo pode-se verificar que o geraniol foi fungistatico na
CIM/2 e fungicida a partir da CIM, o que indica um padrdo de acdo concentracdo dependente.
Os resultados obtidos na cinética de morte microbiana sdo corroborados pelos da
concentracdo fungicida minima - CFM, que indicava uma ac¢do fungicida do geraniol na
concentracdo inibitéria minima — CIM na maioria das cepas.

Observa-se também que a medida que se aumenta a concentracdo do geraniol o efeito
fungicida ocorre mais rapidamente, na CIM em 8 horas e na CIMx2 em 2 horas. Caso no
experimento tivesse sido usado intervalos de tempos mais curtos talvés fosse possivel

verificar o efeito fungicida do geraniol na CIMx4 em um tempo menor que a CIMx2. O
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geraniol apresentou um comportamento semelhante a anfotericina B, uma CIM fungicida
capaz de eliminar 99,9% dos micro-organismos em aproximadamente 8 horas.

Estes resultados s@o corroborados por Leite et al. (2014) que também evidenciou que a
medida que se aumenta a concentracdo do geraniol o efeito antifingico passa de fungistético
para fungicida; entretanto, estes autores s6 observaram o efeito fungicida a partir da CIMx2
(32 pg/mL) que ocorreu apds 2 horas. Zore et al. (2011) em seus estudos evidenciaram uma
acdo fungicida do geraniol na CFM 640 pg/mL e CIM 561 pg/mL frente a cepa de C.
albicans resistente a fluconazol ap6s 15 minutos. Esses dados de outros autores mostram que
a depender da cepa analisada os valores da CFM variam.

Um entendimento claro das propriedades farmacodinamicas de agentes antiflngicos é
importante para o tratamento adequado de infecg¢bes fungicas como a candidiase. Para certos
agentes antifungicos, a determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e a curva de
tempo morte podem ser clinicamente mais relevantes do que a determinacdo da Concentracao
Inibitoria Minima (CIM) (LEMOS et al., 2009).

Canton et al. (2004) postularam que o uso de curvas de tempo de morte para fornecer
avaliacdo da atividade fungicida é melhor do que a CFM. Estudos de tempo de morte
fornecem uma avaliacdo mais dinamica da interacdo entre um agente antimicrobiano e um
dado organismo, e pode ter maior utilidade clinica do que determinacdes de CFM estéatica
(PFALLER; SHEEHAN; REX, 2004).

5.3 ENSAIO COM SORBITOL

O ideal para um medicamento antifungico é que este tenha entre os requisitos uma boa
eficacia e seguranca. O farmaco com uma boa seguranca provoca 0 minimo de efeitos
colaterias e reacdes adversas ao usuario, para isto o ideal € que o farmaco tenha como alvo
farmacoldgico estruturas presentes apenas nos micro-organismos.

Nos fungos a parede celular e a membrana celular (com enfoque no ergosterol, lipideo
ndo encontrado em células humanas) sdo importantes alvos farmacologicos dos farmacos
antifangicos. Composta por uma complexa rede de polissacarideos, principalmente quitina e
glicanos, a parede celular é uma estrutura importante para os fungos, uma vez que o protege
de alteracGes da pressdo osmotica, além de manter a forma e a integridade da célula fungica,
possibilitando desta forma o crescimento e divisao celular (BOWMAN; FREE, 2006).
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Farmacos antifungicos capazes de provocar perturbacGes ou alteracdes na organizagdo
da parede celular tendem a induzir a morte do fungo (SARTORATTO et al., 2004). Sabendo-
se que um dos principais componentes da parede celular sdo os glicanos se deduz que a
supressdo deste levard o fungo a morte. A supressdo pode ser conseguida com a inibicdo da
sintese de B-1,3-glicano. Dois importantes grupos de drogas que agem por este mecanismo
séo as papulacandinas e as equinocandinas (VANDEPUTTE et al., 2012).

Uma das formas de avaliar se uma nova droga atua na parede celular é por meio do
ensaio com o sorbitol. Teste que compara a CIM da droga antifingica na presenca e na
auséncia do sorbitol (protetor osmotico usado para estabilizar os protoplastos).

Quando a substancia em analise atua sobre a parede celular, esta causa uma morte
fungica na auséncia de um estabilizador, no entanto na presenca deste suporte osmatico
ocorre a preservacdo dos micro-organismos permitindo o seu crescimento, 0 que €
evidenciado pelo aumento do valor da CIM em meio com sorbitol em comparacdo com valor
da CIM no meio sem o sorbitol (ESCALANTE et al., 2008).

Os ensaios de sorbitol realizados nesta pesquisa demonstraram que o geraniol ndo
exerce seu efeito antifingico por meio da parede celular, pois os valores da CIM na presenca

e na auséncia do sorbitol foram os mesmos (Tabela 4).

Tabela 4 - Efeito do geraniol sobre as cepas C. albicans 681, C. glabrata 173 e C. krusei 885
na auséncia e presenca de sorbitol 0,8M.

CIM geraniol (ug/mL)

Micro-organismo

Auséncia de sorbitol Presenca de sorbitol
C. albicans 681 512 512
C. glabrata 173 256 256
C. krusei 885 512 512

Os resultados observados sao corroborados pelos descritos por Leite et al. (2014) em
suas pesquisas, nas quais também ndo verificou atividade antifingica do geraniol sobre a
parede celular de Candida albicans.

Miron et al. (2014) em seus ensaios com Trichosporon asahii também verificaram
que o geraniol ndo agia inibindo o controle de mecanismos de sintese ou montagem da

parede celular deste fungo.
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Contrapondo-se as estas evidéncias Singh, Fatima e Hameed (2016) observaram em
seus estudos com metodologia diferente das apresentadas aqui e pelos outros autores que o
geraniol causa a ruptura da integridade da parede celular de Candida albicans. Nesse mesmo
estudo estes autores comprovam que o geraniol bloqueia a via de sinalizagdo da calcineurina
(regulador multifuncional envolvido na regulacdo do crescimento celular e sustentacéo
funcional da parede celular em situac6es de stress celular), logo é possivel que esta ruptura da
integridade da parede celular observada por estes pesquisadores ocorreu devido a supressdo
da calcineurina que deixou as células fungicas mais susceptiveis a acdo da caspofungina e a
de outros agentes que desregulam a parede celular (vermelho congo, calcofllor-branco)
usados na metodologia.

Segundo Walker e White (2005) embora a estrutura basica da parede celular fungica
seja a mesma em todas as espécies (quitina e P—glicanos), cada fungo apresenta uma
composicao quimica diferente. Os genes que codificam a sintese de quitina e os sinais pelos
quais sdo ativados dependem de especificas condi¢cdes ambientais, estagio do ciclo celular e
variam bastante entre as diversas espécies (LATGE; CALDERONE, 2007).

A variabilidade na composicdo da parede celular fungica pode ser facilmente
exemplificada quando comparamos a parede das hifas com as das formas leveduriformes, as
hifas geralmente tem menos unidades de mananos (polimeros de unidades de manose unidas)
do que das formas leveduriformes (WALKER; WHITE 2005).

Sabendo-se desta variabilidade na composicdo da parede celular fungica se faz
necessario confirmar que o geraniol ndo atua sobre a parede celular em outras espécies de
Candida além da C. albicans, como ja estudado por Leite et al. (2014) e Singh, Fatima e
Hameed (2016). Este foi o primeiro trabalho a avaliar a possivel acdo do geraniol em parede
celular de C. glabrata e C. krusei.

Frost et al. (1995) afirmam que o ensaio de sorbitol € de amplo espectro, pois pode
identificar ndo s6 agente que agem diretamente a sintese da parede celular, mas também
mecanismos regulatérios envolvidos neste processo, incluindo vias de transducdo de sinal,
como a Proteina Quinase C (PKC), Proteina Quinase Ativada por Mitégenos (MAPK) e
Quinases de Proteina Quinase Ativada por Mitdgenos (MAPKK).
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5.4 INTERACAO COM O ERGOSTEROL

O proximo alvo farmacoldgico a ser estudado quanto ao mecanismo de acdo do
geraniol foi a membrana plasmatica, componente imprescindivel para a manutencdo da
viabilidade fingica.

A membrana plasmética deste micro-organismo se assemelham com a dos humanos
em sua caracteristica basica, dupla camada de fosfolipidios com proteinas intercalares. Aqui
as proteinas também exercem a funcao de transporte seletivo de substancias do meio externo
para o interno e vice-versa; no entanto, o principal esterdide presente é o ergosterol (SIDRIM,;
ROCHA, 2012).

Com as caracteristicas de estar presente nos fungos e ausente nas células humanas,
aléem de ser importante na manutencdo da membrana plasmatica, ou seja, da viabilidade
fungica, o ergosterol torna-se um importante alvo farmacologico, especialmente para
farmacos que interagem diretamente com este formando poros, a exemplo dos polienos
(MINNEBRUGGEN et al., 2010).

Para avaliar se o geraniol atuou sobre o ergosterol, formando complexos com este, se
fez a determinacdo da CIM na presenca e na auséncia deste esterol. Caso a atividade
antifngica se de pela ligagdo do monoterpeno ao esterol, o ergosterol exdgeno presente no
meio impedira a ligacdo ao ergosterol da membrana celular fungica, uma vez que este esta
mais prontamente disponivel, permitindo assim o crescimento do fungo no meio e sendo
necessaria uma maior quantidade de geraniol para eliminar a levedura, ocasionando entdo o
aumento da CIM (ESCALANTE et al., 2008).

Nos ensaios de interacdo do geraniol com o ergosterol realizados observou-se tanto
para C. albicans quanto para C. glabrata e C. krusei a auséncia de qualquer atividade
antifngica deste fitoconstituinte mediante a sua ligacdo com o ergosterol, uma vez que 0s
valores da CIM deste monoterpeno permaneceram 0s mesmos tanto na presenca quanto na
auséncia do esterol exdgeno (Tabela 5).

O controle positivo demonstrou que a prova foi realizada de forma satisfatdria, pois
na presenca do ergosterol exdgeno a CIM da anfotericina B foi bem maior, do que na auséncia

deste lipideo.
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Tabela 5 - Efeito do geraniol sobre as cepas C. albicans 681, C. glabrata 173 e C. krusei 885
na auséncia e presenca de ergosterol 400pug/mL.

Geraniol Anfotericina B
) ] CIM (upg/mL) CIM (pg/mL)
Micro-organismo _ i
Auséncia de Presenca de Auséncia de  Presenca de
ergosterol ergosterol ergosterol ergosterol

C. albicans 681 512 512 0,0625 16
C. glabrata 173 256 256 0,25 16
C. krusei 885 512 512 0,0625 64

Leite et al., (2014) também observaram a auséncia de atividade do geraniol sobre o
ergosterol de membrana celular sobre C. albicans. Nesta analise, por sua vez, comprovamos
que embora as espécies de Candida tenham varia¢des bioguimicas estas respondem de forma
igual a interagé@o do geraniol sobre a membrana celular.

Bard et al. (1988) ja anunciavam com base em seus experimentos que a atividade
antifangica do geraniol ndo tinha como principal modo de acdo a inibicdo da biossintese do
ergosterol e sim a sua capacidade de perturbar estruturas da bicamada da membrana,
deixando-as mais fluidas permitindo entdo a perda de potassio.

Anos posteriores, Singh, Fatima e Hameed (2016) confirmaram em novos
experimentos o anunciado por Bard et al. (1988), ou seja, que o geraniol atua sobre cepas de
C. albicans causando o rompimento da homeostase da membrana, o que por sua vez resulta na
alteracdo da atividade da ATPase da membrana plasmatica, causando entdo a ndo remocao de
protons que aumenta o pH intracelular. Estes também observaram que o bloqueio da sintese
de ergosterol resulta na diminuicdo deste esterol em mais de 50% nas células.

Zore et al. (2011) tambem atribui a atividade antifungica dos terpenoides a
capacidade destas substancias de afetarem a integridade da membrana, além do bloqueio do
ciclo celular em diferentes estagios (S, G1, G2).

Contrapondo-se aos resultados apresentados neste trabalho Miron et al., 2014 atribui
esta interferéncia na membrana celular fingica a interacédo direta do geraniol com o ergosterol
da membrana, resultado observado em seus experimentos com Trichosporon asahii.

Com base no aqui exposto e em nossos resultados corroborados por Leite et al. (2014)

pode-se concluir que a interferéncia na bicamada da membrana celular causada pelo geraniol
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é uma das principais causas da morte microbiana; entretanto, esta interferéncia na bicamada
ndo tem como principal causa a interacdo direta deste terpeno com o ergosterol, o que levaria
possivelmente a formag&o de poros na membrana.

Segundo Dalleau et al. (2008) os terpenos alteram a permeabilidade da célula ao
penetrarem entre as cadeias de acidos graxos que compdem as camadas duplas de lipideos da
membrana, interrompendo a embalagem lipidica e assim alterando a fluidez da membrana.

Singh, Féatima e Hameed (2016) ainda em seus estudos evidenciaram que a a¢do do
geraniol estd ligada ao impedimento da via da calcineurina. Regulador multifuncional, a
calcineurina esta envolvida na regulacdo do crescimento celular em varias respostas ao stress,
incluindo o stress de membrana, pH alcalino, soro e ao stress idnico.

Dados revelam que o funcionamento normal da via de sinalizagdo da calcineurina é
indispensavel para células sustentarem a integridade da membrana e da parede celular ao
stress causado pelo geraniol. Entretanto ainda é preciso ser validado se o impedimento desta
via € o responsavel pela ruptura da integridade da membrana celular e da parede celular
(SINGH; FATIMA; HAMEED, 2016).

Outros estudos também indicam que os danos a integridade da membrana mediado por
isoprenoides deve-se a modulacdo de via de sinalizacdo como a via da MAP-quinase, entre
estas a via do mevalonato (ZORE et al., 2011).

O geraniol também exerce sua atividade antifingica por meio da inibicdo da atividade
mitocondrial, responsavel pela respiracdo celular. Entretanto este processo ndo leva a
producdo de espécies reativas ao oxigénio — ROS. Além destas atividades o geraniol inibi a
transformacéo da forma leveduriforme a hifa e interfere no processo de adesdo das células
leveduriformes a superficies, impedindo entdo a formacéo de biofilme pela Candida (SINGH,;
FATIMA; HAMEED, 2016).

Diante destas informac6es pode-se entender que o geraniol atua de diversas formas na
sua atividade antifangica; entretanto, falta se definir qual destes efeitos ocorre primeiro e

como cada um pode influenciar no desencadeamento do outro.

5.5 INDICE DE CONCENTRAGAO INIBITORIA FRACIONADA — ESTUDO DE
ASSOCIACAO
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O aumento da prevaléncia de isolados multirresistente de Candida em infecgdes tem
dificultado a tratamento da candidiase. Uma solu¢éo alternativa para este problema € o uso de
terapia antifingica combinada, no qual mais de um antifungico € utilizado a fim de se obter
um efeito sinérgico, que por sua vez reduz a dose destes antifingicos e o aparecimento de
reacdes adversas, além de uma maior eficacia na eliminacéo do patégeno (SOUSA, 2015).

Dalleau et al. (2008) ao verificar uma excelente atividade anti-Candida do gerariol
frente ao biofilme produzido por este micro-organismo ressaltou a importancia do uso deste
monoterpeno sozinho ou combinado com azdis no combate destas leveduras, fazendo
necessario desta forma, estudos da associacéo deste terpeno com antifiingicos licenciados.

Uma das formas de se avaliar in vitro a possibilidade de interac@es sinérgicas, aditivas
ou antagbnicas entre antifungicos frente a cepas microbianas é por meio do ensaio
checkboard. Esta técnica apresenta varias vantagens como facil padronizacdo e execucdo,
alem de resultados faceis de interpretar (LEWIS et al., 2002; HEMAISWARYA,
KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008).

Os resultados das interacBes antifungicas obtidas no checkboard sédo submetidos ao
calculo do indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada — ICIF, por meio deste indice as
interagdes sao classificadas como: sinérgica (ICIF < 0,5), aditiva (0,5 < ICIF < 1), indiferente
(1 < ICIF<4) ou antagdnica (ICIF > 4) (LEWIS et al., 2002).

Os resultados da associacdo entre o geraniol com o fluconazol e a anfotericina B frente

as diferentes espécies de Candida encontra-se disposto nas Tabelas 6, 7 e 8.

Tabela 6 — ICIF e CIM das drogas antifungicas e geraniol sobre C. albicans 681.

Antifungico / geraniol CIM Indice ICIF Tipo de interacdo
Geraniol 1024 - -
Fluconazol 4096 - -
Anfotericina B 0,03125 - -
Geraniol / Fluconazol 512 /8192 2,5 Indiferente
Geraniol / Anfotericina B 1024/ 0,03125 2 Indiferente
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Tabela 7 — ICIF e CIM das drogas antifungicas e geraniol sobre C. glabrata 173.

Antifungico / geraniol CIM indice ICIF Tipo de interagéo
Geraniol 1024 - -
Fluconazol 2048 - -
Anfotericina B 0,03125 - -
Geraniol / Fluconazol 256 / 2048 1,25 Indiferente
Geraniol / Anfotericina B 512/0,0625 2,5 Indiferente

Os dados das Tabelas 6, 7 e 8 mostram que independente da espécie de Candida a que
seja submetida, a associagdo do geraniol com o fluconazol ou com a anfotericina B demonstra
0 mesmo padrdo de resposta, tipo indiferente, ou seja, o geraniol nem potencializa e nem
antagoniza o efeito do fluconazol e/ou da anfotericina B frente a C. albicans, C. glabrata e C.

krusei.

Tabela 8 — ICIF e CIM das drogas antifungicas e geraniol sobre C. krusei 885.

Antifungico / geraniol CIM Indice ICIF Tipo de interacdo
Geraniol 512 - -
Fluconazol 128 - -
Anfotericina B 0,0625 - -
Geraniol / Fluconazol 256 / 64 1 Indiferente
Geraniol / Anfotericina B 512 /0,0625 2 Indiferente

O fato do geraniol ndo ter apresentado nenhum tipo de associacdo com a anfotericina
B tende a reforcar a possibilidade de que este monoterpeno certamente apresenta um
mecanismo de acao distinto ao deste antifingico frente as leveduras do género Candida.

Este foi o primeiro trabalho a analisar possiveis efeitos sinérgicos ou antagdnicos do
geraniol quando associado com a anfotericina B ou o fluconazol, frente a espécies de C.
glabrata e C. krusei.

No presente estudo felizmente a associacdo de geraniol com fluconazol ou com a
anfotericina B ndo teve uma resposta antagonica, o que levaria a falha terapéutica de um
possivel tratamento com as associacdes anteriormente descritas.
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Associacdo do tipo indiferente também foi observada por Cardoso et al. (2016) em
seus ensaios de associacdo entre o geraniol e o fluconazol frente a cepas de C. albicans
sensiveis ao fluconazol, por sua vez estes pesquisadores ainda neste estudo observaram que
esta mesma associacao teve efeito sinérgico frente a cepas de C. albicans resistentes ao
fluconazol, fato também evidenciado por Zore et al. (2010), logo isto nos leva a crer que ndo
é possivel definir um comportamento padrdo de sinergismo do geraniol com antifingicos
sobre as leveduras do género Candida.

Um fato importante a se ressaltar quanto ao estudo de associacdo é que este apenas
avalia a eficécia da combinacdo de drogas antifingicas quanto a taxa de morte do patdgeno
fungico, outras interacBes que ndo sdo avaliadas e que podem ocorrer como as interacdes
farmacocinéticas podem ter impacto quando esses agentes sdo usados em conjunto
(JOHNSON et al., 2004).

5.6 MODULACAO DO GERANIOL SOBRE A ANFOTERICINA B E AO FLUCONAZOL.

O uso irracional e abusivo de antimicrobianos tem exposto de forma desnecessaria
diversos micro-organismos aos principais farmacos usados na clinica, isto por sua vez
seleciona na microbiota humana os micro-organismos dotados de diversos mecanismos de
resisténcia a drogas.

Entre as alternativas usadas para tratar infeccbes causadas por patdgenos
multirresistentes esta a descoberta e uso de substancias que modulam ou revertem a
resisténcia aos farmacos classicos e disponiveis no mercado, tornando entdo novamente viavel
0 uso destes farmacos. A exemplo de moduladores tem-se a fenotiazina, que altera a
susceptibilidade microbiana a antibiéticos por inibicdo de bombas de efluxo, o clavulanato de
sodio que se liga de maneira irreversivel as beta-lactamases (SOUSA, 2015).

Em seus estudos com Staphylococcus aureus resistente a meticilina - MRSA Coutinho
et al. (2008) demonstraram o potencial modulador do extrato de Momordica charantia L.
sobre aminoglicosideos, revertendo a resisténcia destas bactérias para estes antibidticos.
Lorenzi et al. (2009) também comprovaram a reversdo da resisténcia de bactérias a
antibidticos convencionais quando na presenca de produtos naturais, eles tambem observaram

que o geraniol inibia bombas de efluxo em bactérias gram negativas como Escherichia coli e
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Enterobacter aerogenes permitindo a atuacdo de antibidticos como o cloranfenicol e
fluoroquinolonas.

Dotado de atividade antiflngica, o geraniol foi estudado quanto ao potencial de
atividade moduladora de antifungicos classicos usados no tratamento sistémico da candidiase
(Tabela 9).

Tabela 9 - Modulacao da agdo dos antiflngico na sua CIM pelo geraniol na CIM/8 frente a C.
albicans, C. glabrata e C. krusei.

Fluconazol CIM (ug/mL) Anfotericina B CIM (pg/mL)
Micro-organismo ) associado ao _ associado ao
sozinho ] sozinho ]
geraniol (CIM/8) geraniol(CIM/8)
C. albicans 681 512 512 0,0625 0,0625
C. glabrata 173 256 256 0,25 0,25
C. krusei 885 512 512 0,0625 0,0625

Conforme pode se observar na tabela 9 os valores da CIM do fluconazol sozinho e em
associagdo com o geraniol permaneceram 0s mesmos quando avaliado nas trés diferentes
espécies de Candida. Com relacdo a anfotericina B os valores das CIM deste antifingico
sozinho e em associagdo também permaneceram 0s mesmos; logo, o geraniol ndo apresentou
nenhum efeito modulador sobre o fluconazol e a anfotericina B, uma vez que ndo houve um
aumento da morte flngica em menores concentracbes dos antifungicos licenciados
(anfotericina B e fluconazol), fato representado caso ocorresse uma diminuicdo do valor da
CIM, quando estes antifungicos estivessem em associa¢cdo com o geraniol.

Na literatura ainda sdo poucos os estudos quanto a modulacéo da acao de antifungicos
por fitoconstituintes. Entretanto, Sousa (2015) em seus trabalhos ndo evidenciou atividade
moduladora dos terpenos citral e timol sobre a anfotericina B e fluconazol frente a cepas de C.
tropicalis e C. parapsilosis. Outros estudos, no entanto mostram atividade moduladora de
produtos naturais sobre antimicrobianos licenciados, a exemplo de Sousa et al. (2012) que
evidenciaram uma atividade moduladora do extrato de Pityrogramma calomelanos sobre o
benzoilmetronidazol contra cepas de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei. Tintino et al.
(2013) também modulou a atividade benzoilmetronidazol com o extrato da planta Costus cf.

arabicus frente a C. krusei.
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5.7 ENSAIQOS IN SILICO

Avaliar parametros farmacocinéticos e toxicolégicos de uma substéncia organica por
ensaios in silico é de extrema relevancia, uma vez que possibilita otimizar tempo e custo com
ensaios laboratdrios (RAJASEKHA et al., 2011).

O uso de modelos in silico para avaliar a toxicidade de composto em um ambiente
metabdlico de mamiferos vem sendo estimulado por legislacdo vigente, pois possibilita obter
estes e outros parametros sem ter que sacrificar animais (OLIVEIRA FILHO et al., 2015).

O presente trabalho é o primeiro estudo in silico pelos softwares Osiris, Molispiration
e Pass online realizado com a molécula do geraniol.

Analisando os resultados obtidos no Osiris por meio da “Regra dos cinco” de Lipinski
(2004) verificou-se que o geraniol apresenta uma boa biodisponibilidade oral tedrica, uma vez
que todos os parametros fisico-quimicos avaliados para esta molécula apresentaram dentro do

ponto de corte estabelecido pela “Regra dos cinco” Lipinski (Tabela 10).

Tabela 10 - Analise tedrica das propriedades fisico-quimicas do geraniol envolvidas na
biodisponibilidade oral teérica comparada aos padrdes da “Regra dos cinco” Lipinski — Osiris.

Substancia nDLH nALH Da cLogP

Geraniol 1 1 154.25 3.20

Padrao da “Regra dos cinco”
s =5 =10 <500 <5
Lipinski

nDLH: ndimero de doadores de hidrogénio; nALH: nimero de aceptores de hidrogénio; Da: Peso molecular; cLogP:
Coeficiente de particdo agua:6leo.

Comparado a farmacos disponiveis para uso como o itraconazol, o qual apresenta alto
efeito mutagénico e tumorogénico, o geraniol demonstrou ser bastante promissor uma vez que
ndo apresentou efeito mutagénico, tumorigénico e dano ao sistema reprodutor, embora tenha
elevado risco irritabilidade (Tabela 11).

Estes resultados detectados por softwares demonstram ser bastante consistentes uma
vez que sdo corroborados pelos ensaios in vivo de Farhath, Vijaya e Vimal (2012), cujos
ensaios com admisitracdo oral de 5mg/kg de geraniol ratos durante 14 dias detectaram uma
baixa toxicidade aguda do geraniol, com auséncia lesfes gastricas hemorragicas.

Quanto ao alto risco de irritabilidade detectado pelo software Osiris, este

possivelmente deve-se a um efeito colateral do geraniol em pessoas com hipersensibilidade a
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esta substancia. Hagvall, Karlberg e Christensson (2013) ndo observaram reagdes
significativas de irritabilidade em seus estudos com geraniol puro e oxidado em formulagdes
topicas, nas concentragdes de 4-11%, aplicadas na pele de pacientes. O geraniol encontra-se
amplamente utilizado nas indlstrias de cosméticos e alimentos, entretanto é possivel
encontrar na literatura relatos de pessoas com hipersensibilidade a este monoterpeno, a
exemplo de paciente que desenvolveu queilite ao entrar em contato com o geraniol presente
em alimentos (TAMAGAWA-MINEOKA; KATOH; KISHIMOTO, 2007), outros que
apresentaram urticaria, devido o geraniol em cosméticos (YAMAMOTO et al., 2002).

Tabela 11- Risco de toxicidade do geraniol comparada ao dos antifungicos padrdes — Osiris.
Risco de toxicidade

Compostos
MUT TUMO IRRI REP
Geraniol [
Anfotericina B
Fluconazol
Itraconazol (| [

: Ndo toxico: M : baixo risco de toxicidade; [l alto risco de toxicidade; MUT: Mutagénico; TUMO:
Tumorigénico; IRRI: Irritantante; REP: Dano ao aparelho reprodutor.

Segundo o software o alto risco de irritabilidade apresentado pelo o geraniol deve a

parte da molécula mostrada na figura 18.

Figura 18 — Grupamento quimico responsavel pelo efeito irritante do geraniol

o . OH

Fonte: (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/)

Silva (2016) ao avaliar a molécula do B — citronelol, monoterpeno dotado de atividade
anti - Candida, verificou que este também apresentava boa biodisponibilidade oral teorica,
entretanto, diferentemente do geraniol o B — citronelol demonstrou-se ser mais toxico, pois
aléem de uma alta probabilidade de efeito irritante, este apresentava alto risco de dano ao

aparelho reprodutor.
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Conhecer os alvos farmacoldgicos de uma molécula ajuda a compreender o seu
mecanismo de acdo e assim pressupor possiveis efeitos colaterais e reacfes adversas. O
Molispiration informa scores que representam uma probabilidade de um farmaco em estudo
de interagir com diversos alvos farmacoldgicos. Nestes softwares valores >1 indicam alta
probabilidade da molécula interagir com determinado alvo farmacoldgico.

Conforme pode se observar o geraniol teve um comportamento parecido com 0s
antifingicos anfotericina B, fluconazol e itraconazol, em relacdo ao GPCRL, ICM, KI, NRL
Pl e El, o que demonstra a possibilidade de quando em contato com micro-organismos, o
geraniol atue em alvos farmacoldgicos especificos destes organismos (Tabela 12).

Table 12 - Comparativo da probabilidade do geraniol com o antifingicos padrGes de
interagirem com diferentes alvos farmacologicos — Molispiration.

“Drug-likeness’™

Compostos?

GPCRL ICM Kl NRL Pl El
Geraniol -0.60 0.07 -1.32 -1.32 -1.03 0.28
AMB -3.06 -3.53 -3.59 -3.45 -2.45 -2.95
FLUC 0.04 0.01 -0.09 -0.23 -0.09 0.03
ICZ -0.40 -1.50 -1.30 -1.31 -0.66 -0.97

2AMB: anfotericina B; FLU:fluconazol; ICZ: itraconazol; ® Drug-likeness”: valor da probabilidade de interacéo da droga com
o alvo farmacoldgico; GPCRL.: ligante da proteina GPCR; ICM: modulador de canal idnico; KI: inibidor de quinase; NRL:
ligante de receptor nuclear; Pl: inibidor de protease; El: inibidor de enzima.

Conhecido por possuir propriedades inseticidas e repelentes, o geraniol tem sido
utilizado no controle de pragas. Estudos tém sugerido que o geraniol representa uma nova
classe de agentes quimiopreventivos contra o cancer. Outras atividades bioldgicas como
antimicrobiana, anti-inflamatoria e alguns efeitos vasculares também foram investigados em
ensaios ndo clinicos (CHEN; VILJOEN, 2010).

No presente estudo, por meio da ferramenta computacional Pass online foi possivel
verificar que o geraniol possui 74 possiveis atividades para um Pa>70% (Tabela 13) e
numerosas propriedades para um Pa>30% (Figura 19), destacando-se entre elas a antifingica
(Pa: 59,6 e Pi: 0,019) e anti-helmintica (Pa: 66,9 e Pi: 0,004). Estudos in vitro corroboram
com a precisao deste software quanto a estas atividades detectadas (KUMARAN et al., 2003;
SINGH; GUPTA,; PURI, 2003; LEITE et al., 2014).
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Tabela 13 - Atividade previstas para o geraniol com uma probabilidade maior que 70% (Pa >

70%) — Pass online.

NO

A Pa Pi Activity
activities
1 0,712 0,001 2,3-Oxidosqualene-lanosterol cyclase inhibitor
5 0,787 0,009 5-0_-(_4-coumaroyl)-D-quinate 3'-monooxygenase
inhibitor
3 0,744 0,033 Acrocylindropepsin inhibitor
4 0,792 0,001 Alcohol dehydrogenase substrate
5 0,840 0,012  Alkenylglycerophosphocholine hydrolase inhibitor
6 0,770 0,012 Alkylacetylglycerophosphatase inhibitor
7 0,843 0,004 All-trans-retinyl-palmitate hydrolase inhibitor
8 0,717 0,005 Allyl-alcohol dehydrogenase inhibitor
9 0,742 0,033 Antieczematic
10 0,750 0,018 Antineoplastic
11 0,710 0,009 Antisecretoric
12 0,770 0,004  Antiulcerative
13 0,766 0,001 Antiviral (Rhinovirus)
14 0,723 0,013 Apoptosis agonist
15 0,736 0,015 Arginine 2-monooxygenase inhibitor
16 0,886 0,011  Aspulvinone dimethylallyltransferase inhibitor
17 0,867 0,001 BRAF expression inhibitor
18 0,808 0,012 Beta-adrenergic receptor kinase inhibitor
19 0,866 0,002 Beta-carotene 15,15'-monooxygenase inhibitor
20 0,765 0,038 CDP-glycerol glycerophosphotransferase inhibitor
21 0,924 0,003 CYP2EL1 inhibitor
22 0,847 0,011 CYP2J substrate
23 0,781 0,016 CYP2J2 substrate
24 0,807 0,007 Carboxypeptidase Taq inhibitor
25 0,724 0,035 Chlordecone reductase inhibitor
26 0,744 0,033 Chymosin inhibitor
27 0,885 0,001 Dolichyl-phosphatase inhibitor
28 0,816 0,003 Ecdysone 20-monooxygenase inhibitor
29 0,719 0,015 Exoribonuclease Il inhibitor
30 0,804 0,001 Farnesyltranstransferase inhibitor
31 0,793 0,005 Fatty-acyl-CoA synthase inhibitor
32 0,800 0,012 Feruloyl esterase inhibitor
33 0,720 0,013 Fucosterol-epoxide lyase inhibitor
34 0,808 0,012 G-protein-coupled receptor kinase inhibitor
35 0,712 0,021 GST A substrate
36 0,717 0,004 Gastrin inhibitor
37 0,741 0,006 Glucan 1,4-alpha-maltotriohydrolase inhibitor
38 0,775 0,005 Gluconate 5-dehydrogenase inhibitor
39 0,744 0,019 Glucose oxidase inhibitor
40 0,721 0,023 Glutamyl endopeptidase 11 inhibitor
41 0,735 0,027 Glycosylphosphatidylinositol phospholipase D inhibitor
42 0,760 0,004 Lactase inhibitor
43 0,710 0,011 Linoleate diol synthase inhibitor
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44
45
46

47

48
49
50

51

52
53

54

55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

74

0,885
0,737
0,816

0,704

0,881
0,710
0,953

0,754

0,716
0,701

0,713

0,807
0,864
0,724
0,802
0,966
0,823
0,707
0,774
0,951
0,735
0,744
0,783
0,857
0,840
0,801
0,714
0,813
0,881
0,952

0,875

0,004
0,004
0,004

0,027

0,016
0,001
0,003

0,009

0,024
0,004

0,007

0,031
0,004
0,005
0,002
0,001
0,007
0,015
0,004
0,000
0,015
0,033
0,015
0,008
0,003
0,025
0,014
0,004
0,009
0,001

0,002

Lipid metabolism regulator

Long-chain-aldehyde dehydrogenase inhibitor
Macrophage colony stimulating factor agonist
Mannotetraose 2-alpha-N-acetylglucosaminyltransferase
inhibitor

Membrane integrity agonist

Mevalonate kinase inhibitor

Mucomembranous protector

N-acetylneuraminate ~ 7-O(or  9-O)-acetyltransferase
inhibitor

NADPH peroxidase inhibitor

Nitrite reductase (NO-forming) inhibitor
Peptide-N4-(N-acetyl-beta-glucosaminyl)asparagine
amidase inhibitor

Phobic disorders treatment

Phosphatidylcholine-retinol O-acyltransferase inhibitor
Phosphatidylglycerophosphatase inhibitor
Plastoquinol-plastocyanin reductase inhibitor
Prenyl-diphosphatase inhibitor

Protein-disulfide reductase (glutathione) inhibitor
Pullulanase inhibitor

Reductant

Retinol dehydrogenase inhibitor

Ribulose-phosphate 3-epimerase inhibitor
Saccharopepsin inhibitor

Sphinganine kinase inhibitor

Sugar-phosphatase inhibitor

TNF expression inhibitor

Testosterone 17beta-dehydrogenase (NADP+) inhibitor
UDP-glucuronosyltransferase substrate

UGT1A9 substrate

Ubiquinol-cytochrome-c reductase inhibitor
Undecaprenyl-phosphate mannosyltransferase inhibitor
Vitamin-K-epoxide reductase  (warfarin-insensitive)
inhibitor
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Figura 19 - Previsdo de atividade antimicrobiana do geraniol obtidas pela ferramenta Pass
on-line (Pa>30%).
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Sabendo-se que o terpenoide em estudo ndo possui 100% de Pa como antifungico, se
faz necessario entdo confirma esta atividade in vitro com diferentes espécies de fungos.

A veracidade dos excelentes resultados do ensaio in silico é corroborado pelos testes
in vitro aqui realizados e por outros estudos quanto a atividade antifingica do geraniol
(MESA — ARANGO et al., 2009; MARCOS — ARIAS et al., 2011; LEITE et al., 2014),
quanto a atividade anti - helmintica (KUMARAN et al., 2003) e anti malarica (SINGH;
GUPTA; PURI, 2003), comprovando assim a eficiéncia e validade dos resultados fornecidos

por estes softwares.
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CONCLUSAO



6 CONCLUSAO

O geraniol apresenta atividade antifungica frente a cepas de C. albicans, C. glabrata,
C. krusei, cepas estas resistentes ao fluconazol e com poucas destas (C. glabrata 46 e 561; C.
krusei 13) também resitentes a anfotericina B, com uma ClMgy de 512pg/mL. O geraniol por
sua vez, com sua atividade fungicida eliminou praticamente todas, inclusive cepas
multiresitentes.

O geraniol tem uma atividade fungicida (CFMg, de 512ug/mL) concentragdo
dependete, ou seja, a medida que se aumenta a sua concentracao o efeito passa de fungistatico
para fungicida, ocorrendo este efeito fungicida dentro de 8 horas.

Quanto ao possivel mecanismo de acdo do geraniol observou-se por meio do ensaio do
sorbitol (0,8 M) e do ergosterol (400 pug/mL) que este monoterpeno nao atua na parede celular
e nem interfere na membrana plasmatica via interagdo direta com o ergosterol da membrana
levando a formacdo de poros transmembrana.

Embora seja dotado de atividade antifungica o geraniol ndo exerce efeito sinérgico,
aditivo, antagbnico ou modulador quando usado em associacdo com o fluconazol ou a
anfotericina B.

Quanto ao estudo in silico, levando em consideracdo as ferramentas utilizadas, o
geraniol demonstrou que tem varios efeitos biologicos possiveis no ser humano, bem como
boa biodisponibilidade oral tedrica e baixo risco de efeitos mutagénicos, tumorigénicos e
danos ao sistema reprodutor, entretanto, apresenta um alto risco de efeito irritante.

A atividade antifingica do geraniol frente a cepas de Candida multirresistentes torna
esta molécula organica um excelente candidato no combate ao aumento da resisténcia

microbiana.
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