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LIMA, D. D. F. S. Investigacdo do mecanismo de acio do geraniol e do citronelol
contra Candida albicans. 2012. Trabalho de Conclusdo de Curso - Universidade
Federal de Campina Grande, Centro de Educagao e Saude, Cuité-Paraiba.

RESUMO

Devido ao aumento da incidéncia de infecg¢des flngicas, em especial por Candida
albicans, e aos relatos cada vez mais freqiientes de resisténcia fingica, ¢ necessario a
pesquisa por novas op¢des de tratamento. Os produtos naturais representam um vasto
campo de pesquisa, sendo muitos os relatos na literatura de substincias de origem
natural com potencialidade antifingica, dentre estas substancias estdo os Oleos
essenciais e seus componentes. Esse trabalho visa investigar a atividade do geraniol e
citronelol contra C. albicans, tendo em vista que essas substancias sdo componentes de
alguns 6leos essenciais que possuem atividade antimicrobiana. Através da técnica de
microdilui¢ao foi determinada a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do geraniol e
citronelol; sendo que quando uma aliquota de cada cavidade da microplaca onde ndo
houve crescimento foi semeada em Agar Sabouraud Dextrose (ASD) encontrou-se a
Concentracdo Fungicida Minima (CFM); ainda pela técnica de microdiluicdo, foi
investigada a capacidade das substancias interagirem com o ergosterol e interferirem
com a parede celular. Os resultados demonstraram que essas substidncias possuem
atividade antifingica, a CIM do geraniol e do citronelol foi 250 pg/mL em todas as
cepas testadas. A CFM do geraniol contra as cepas ICB-12 e ATCC 76615 foi 1000
ng/mL, contra as demais cepas foi 250 pg/mL. A CFM do citronelol contra a cepa ICB-
12 foi 500 pg/mL, contra as demais cepas foi 250 pg/mL.Na investigacdo do
mecanismo de acdo verificou-se que tanto o geraniol quanto o citronelol ligaram-se ao
ergosterol, o que pode ser observado pelo aumento da CIM. Nao houve aumento da
CIM de nenhum dos dois 6leos na presenca do sorbitol, o que sugere que a acao do
geraniol e do citronelol ndo ocorrem por acdo na parede celular . Os resultados
demonstram que estas substancias sdo potenciais agentes antifingicos, com forte
atividade antimicrobiana, sendo comprovados pelos seus valores consideraveis da CIM
e CFM, quanto ao seu mecanismo de acao por sua ligagdo ao ergosterol, traga-se um
perfil de um possivel alvo que ofereca seletividade na acdo dessas substancias, podendo
ser continuados os estudos para delineamento aprofundado do seu mecanismo, bem
como realizagdo de estudos pré-clinicos clinicos.

Palavras chave: Candida albicans, geraniol, citronelol, antifungico.



LIMA, D. D. F. S. Investigation of the mechanism of action of geraniol and
citronellol against Candida albicans. 2012. Trabalho de Conclusiao de Curso -
Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Educacao e Saude, Cuité-Paraiba.

ABSTRACT

Due to the increased incidence of fungal infections, especially Candida albicans, and
the increasingly frequent reports of fungal resistance, it is necessary to search for
new treatment options. Natural products represent a vast field of research, with
many reports in the literature of substances of natural origin with potential
antifungal, among these substances are essential oils and their components. This
study aims to investigate the activity of citronellol and geraniol against C. albicans
in order that these substances are components of some essential oils that have
antimicrobial activity. Through the microdilution technique was determined the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of geraniol and citronellol; being that
when an aliquot from each well of the microtiter plate where no growth was plated
on Sabouraud Dextrose Agar (SDA) met the minimum fungicidal concentration (
CFM); further by microdilution technique, we investigated the ability of substances
interacting with the ergosterol and interfering with the cell wall. The results showed
that these substances have antifungal activity, the MIC of geraniol and citronellol
was 250 mg / mL for all strains tested. The CFM of geraniol against strains ICB-12
and ATCC 76615 was 1000 mg / mL, against all other strains was 250 mg / mL. The
CFM of citronellol against ICB-12 strain was 500 mg / mL, against the other strains
was 250 g / mL.Na investigation of the mechanism of action was found that both
geraniol as citronellol ligated to ergosterol, which can be observed by increasing the
MIC. There was no increase in MIC of either oils in the presence of sorbitol, which
suggests that the action of geraniol and citronellol not occur per share in the cell
wall. The results show that these substances are potential antifungal agents, with
strong antimicrobial activity, being proven by their considerable values of MIC and
MEFC, as to its mechanism of action by its binding to ergosterol, draw a profile of a
possible target that offers selectivity in the action of these substances may be
continued studies to detailed design of your facility as well as conducting preclinical
studies clinicians.

Keywords: Candida albicans, geraniol, citronellol, antifungal.
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1. INTRODUCAO

O género Candida spp ¢ responsavel por cerca de 80% das infec¢des fiingicas no
ambiente hospitalar e constitui causa relevante de infeccdes na corrente sanguinea
(BANERIJEE et al., 1991). Infec¢des por Candida envolvem um espectro amplo de
doencas superficiais e invasivas, acometendo pacientes expostos a uma grande

diversidade de fatores de risco (SIDRIM et al., 2004).

As leveduras das espécies de Candida estao frequentemente realacionadas na
etiologia de infecgdes micoticas. Sendo a candidiase a infeccdo fungica mais comum,

tendo a C.albicans como seu principal agente etilogico (LIMA et al., 2006).

A C. albicans ¢ um patégeno oportunista que habita o corpo de forma comensal
e ¢ a maior causa de infec¢des fungicas em humanos. Estas infec¢des normalmente
ocorrem como consequéncia de uma alteracao na resposta imunolédgica e da viruléncia
da cepa C. albicans, que apresenta consideravel plasticidade morfologica (MONGE et

al., 2006).

As principais manifestagoes clinicas da candidiase sdo candidiase cutaneo-
mucosa (que acomete a pele, unhas e mucosas), a candidiase sistémica (que se
dissemina por via hematogénica) e a candidiase alérgica (que atinge principalmente os

espacos interdigitais das maos) (SIDRIM et al.,2004).

Devido a essa alta incidéncia de infecgdes fungicas e ao fato de existirem cepas
resistentes aos antifingicos que estdo no mercado, observa-se a necessidade de surgirem

novos antifingicos (ODDS, 2003).

Para isso novas drogas estdo sendo buscadas em produtos naturais. Os Oleos
essenciais sdo relatados na literatura como possiveis fontes de novas drogas com
atividade antifungica. A perspectiva de obtencdo de novos farmacos favorece os
produtos naturais em relagdo aos sintéticos sob o aspecto da diversidade molecular

(MOORE et al., 1997).

A literatura apresenta varios registros onde destaca a expressiva atividade das
propriedades antifungicas dos 6leos essenciais que eles apresentam expressiva atividade
antifungica (DUARTE et al., 2005; PEREIRA, 2009; CASTRO et al, 2010;
CARMO,2010; OLIVEIRA, 2011). A atividade anticandida dos 6leos essenciais vem

sendo investigada para que se possa disponibilizar novas opg¢des de tratamento a
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candidiase. Os mecanismos ndo estdo elucidados sendo necessario amplo estudo do

tema.
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2. OBJETIVOS

Determinar a atividade antifiingica e investigar o mecanismo de acao do geraniol

e do citronelol contra Candida albicans.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Infeccdes flingicas

Os fungos formam uma classe de microorganismos que possuem reservatorio
ambiental e infectam individuos que sdo expostos a grandes quantidades do
microorganismo ou estdo imunologicamente comprometidas. Quanto a patogenicidades
eles podem ser divididos em patogenos primarios e secundarios. Patégenos primarios
sdao aqueles fungos que causam doencgas em individuos imunocompetentes. Patogenos
oportunistas causam infecgdes em pacientes que possuem o sistema imunologico

deficiente, seja local ou sistemicamente (OLIVEIRA, 2011).

Ao longo dos ultimos anos, a ocorréncia de infec¢des fungicas humanas vem
apresentando um aumento expressivo, varios fatores estdo relacionados ao crescimento
dessas infeccoes fungicas, entre eles: o melhor diagnodstico laboratorial e clinico, o
aumento da sobrevida de pacientes com doencas imunosupressoras € o uso de
medicamentos imunossupressores, utilizados as vezes de forma abusiva, permitindo a

instalacdo de microorganismos convencionalmente saprofitos (SIDRIM et al., 2004).

As micoses apresentam grande interesse na pratica médica pela freqiiéncia com
que acometem a populacdo, assim como por simularem outras patologias,
principalmente aquelas que afetam areas expostas do corpo como a pele, dependendo,
por isso, do laboratério para o seu diagnostico definitivo (SIDRIM et al., 2004). As
lesdes decorrentes das infec¢des fungicas manifestam-se, do ponto de vista clinico, nas
mais diferentes formas, podendo ser classificadas de acordo com sua localizagdo no
organismo, em micoses superficiais e cutaneas, representadas principalmente pelas
dermatofitoses e a Pitiriase versicolor, as subcutdneas como, por exemplo, a
esporotricose € cromomicose, € profundas e sist€émicas como a paracoccidioidomicose e
histoplasmose (WANKE et al., 2002). Além disso, também sdo observadas micoses
cujos agentes etiologicos sao essencialmente oportunistas como ¢ o caso da candidiase e
a criptococose e de outras consideradas emergentes, devido a pouca freqiiéncia com que
seus agentes etioldgicos sdo encontrados na rotina micolégica (FLEMING et al., 2002).

Os pacientes imunocomprometidos possuem uma maior probabilidade de serem
acometidos por infec¢des fungicas, como os individuos portadores de leucemia,
linfoma, diabetes mellitus e sindrome da imunodeficiéncia adquirida. (LIMA et al,

2006)
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3.2 Candidiase

A candidiase caracteriza-se como a infeccao fungica mais comum, sendo C.
albicans seu agente etioldgico mais freqliente. Os quadros clinicos mais rotineiramente
reportados relacionados a candidiase sdo a do tipo cutaneo-mucosa, sistémica/visceral e

alérgica (LACAZ et al., 1991; SIDRIM et al., 2004).

A C. albicans € um patdgeno oportunista que habita o corpo de forma comensal
e ¢ a maior causa de infecgdes fungicas em humanos. Estas infec¢gdes normalmente
ocorrem como consequéncia de uma alteracdo na resposta imunoldgica e viruléncia da
C. albicans, que apresenta consideravel plasticidade morfologica (MONGE et al,

2006).

O género Candida apresenta espécies que podem se apresentar sob forma de
leveduras (indcuas) ou hifas (patogénicas). Dependo das condigdes como pH,
temperatura e reservas nutricionais, alteram seu fendtipo, formando pseudohifas,
passando de blastoconideos para crescimento micelial. Também podem se desenvolver
como hifas verdadeiras e clamidoconideos. Sdo caracterizadas primariamente pela
morfologia colonial em meio de cultura Agar Sabouraud e formagdo de tubo
germinativo. As células leveduriformes possuem formato esférico, medindo 3 a Sum de

diametro (LACAZ et al., 2002).

A Candida albicans pode se apresentar sob varias formas, chamadas de
variagOes adaptativas, sendo a forma de hifa a mais virulenta e a mais aderente, quando
comparada a célula leveduriforme. Dessa forma, a capacidade dessa espécie de formar

tubos germinativos parece contribuir para sua viruléncia (ALMEIDA et al., 2002).

Infecgdes por Candida envolvem um espectro amplo de doencas superficiais e
invasivas, acometendo pacientes expostos a uma grande diversidade de fatores de risco.
Infeccdes de pele e mucosas podem ser documentadas em pacientes saudaveis, mas com
pequenas alteragdes locais de resposta do hospedeiro no sitio da infec¢do por Candida, a
exemplo de mulheres que desenvolvem candidiase vaginal. Por outro lado, infec¢des
sist€émicas por Candida podem comprometer visceras como resultado de disseminagao
hematogénica da levedura pelo organismo, sendo estas complicacdes infecciosas
geralmente documentadas em pacientes criticos, portadores de doencas degenerativas

e/ou neoplasicas (COLOMBO et al., 2003).
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Assim como outras leveduras, as do género Candida secretam enzimas
proteoliticas que podem degradar ou transformar constituintes da membrana celular do
hospedeiro, induzindo uma disfun¢do ou uma destruicao fisica, sendo que a invasdo das
células do hospedeiro por tais microorganismos implica na penetracdo e danos ao
envelope externo celular, sendo esse processo mediado por meios fisicos € enzimaticos,

ou pela combinagdo de ambos (SALYERS; WITT, 1994).

Os mecanismos moleculares envolvidos com a viruléncia da Candida spp. estao
relacionados a ativacdo da via de transdu¢do de sinal MAP (mitogen-activated protein)
cinase, onde respostas celulares envolvidas com crescimento invasivo, formagdo de
parede celular, adaptagcdo ao estresse osmotico e reproducao ocorrem mediante vias de
sinalizacdo intracelular como MKcl, Cekl/2 e HOGl MAP Kinase. Outras vias de
sinalizagdo intracelular, como p38 MAPK, também estdo envolvidas com a
patogenicidade da C. albicans. Uma vez instalada a infec¢do, mediadores pro-
inflamatérios, como TNF-o0, IL-1a e IL-2a, s3o sintetizados e, consequentemente,

induzem a resposta inflamatoria (OROZCO et al., 2000;CASTRO et al., 2010).
3.3 Antiflingicos

Os antifingicos existentes no mercado atualmente possuem limitagdes
terapéuticas, principalmente quando se leva em consideragdo os efeitos colaterais como
nefro e hepatotoxidade. Entre alguns exemplos de antifingicos que apresentam efeitos
toxicos cita-se anfotericina B e o cetoconazol. O fato de alguns antifingicos
apresentarem agdo fungistastica e ndo fungicida, pode contribuir para o surgimento de

cepas resistentes (RANG et al., 2007).

Os fungos possuem parede celular, sendo uma estrutura essencial para eles,
diferentemente das células dos mamiferos, e este fato faz com que todos os sistemas
enzimaticos que fazem parte da sintese e montagem da parede celular fingica se
transformem em alvos Uteis para o descobrimento de novos farmacos antifungicos com

maior especificidade (ZACCHINO et al., 2001; SELITRENNIKOFF et al., 2001).

As células fungicas e humanas apresentam semelhangas, compartilham a maioria
das vias de metabolismo intermediario, utilizando enzimas muito similares ndo sendo
facil encontrar alvos que oferegam a seletividade requerida para obter-se um antifingico

seguro. Os alvos que apresentam maior possibilidade de levar a antifingicos seletivos
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sdo os inibidores da sintese de ergosterol, a inibi¢ao das topoisomerases fingicas € a

inibi¢do da parede celular fingica (URBINA et al., 2000; LACAZ et al., 2002).

A parede celular fungica como alvo para detectar antifungicos seletivos surgiu
recentemente. Visto que a parede celular fungica ¢ uma barreira protetora, evita a sua
ruptura osmotica e lhe confere forma, ¢ essencial para seu crescimento e viabilidade
(SARTORI et al., 2005). Ela ¢ constituida por muitos componentes macromoleculares,
entre eles B-glicanos, quitina, manoproteinas, entre outras. Uma vez sintetizados, eles
interagem entres si, via uma série de enzimas associadas a parede, realizando-se
ligagcdes cruzadas, ramificacdes e outras funcdes. Trés atividades enzimaticas tém
demonstrado serem essenciais para a formagao da parede celular fungica: 1,3 B-glicano
sintetase, 1,6 B-glicano sintetase e quitina sintetase que catalisam a formacao de 1,3 e
1,6 B-glicanos e quitina respectivamente, sendo portanto, alvos atrativos para o

descobrimento de novos farmacos antifingicos (ZACCHINO et al., 2003).

As topoisomerases I fingicas sdo suficientemente diferentes das humanas, logo
também podem ser alvos promissores para novos antifingicos. O DNA celular, tanto
cromossomal como plamidico, encontra-se como um circulo fechado covalentemente
que pode estar em estruturas topoldgicas diferentes, relaxado ou superenovelado. As
DNA-topoisomerases sdo um grande grupo de enzimas capazes de catalisar a
interconvengdo entre ambas as formas topologicas, permitindo que o mesmo cumpra
suas fung¢des de transcricao, transducdo ou recombinag¢do dentro das células

(ZACCHINO et al., 2003).

Até o momento o nimero de farmacos disponiveis para o tratamento de
infecgdes fungicas sistémicas ¢ limitado. Nos ultimos anos, a anfotericina B e os azois -
principalmente cetoconazol, fluconazol e itraconazol tém sido os farmacos de primeira
escolha na terapia. Estas duas classes de medicamentos tém como alvo a membrana

celular dos fungos (WILLIAMS; LEMKE, 2002).

Os polienos ligam-se a uma porgao esterol, basicamente ergosterol, presente na
membrana de fungos sensiveis, formando poros ou canais. O resultado ¢ um aumento na
permeabilidade da membrana que permite o extravasamento de diversas pequenas
moléculas, levando a morte celular. A anfotericina B ¢ um antibidtico fungicida de largo
espectro e potente, mas seu uso ¢ associado a efeitos adversos significantes, como

nefrotoxicidade e febre com calafrios, como rea¢do aguda a infusdo intravenosa, ja que
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a farmacocinética deste farmaco ndo permite a administragao oral (GOODMAN et al.,
1996). Novas formulagdes da anfotericina B, na forma de lipossomas e de dispersdo
coloidal, produzem menos efeitos colaterais, como resultado da redistribuicdo do
farmaco nos tecidos e da seletividade de liberacdo, mas o prego destas formulacdes €
muitas vezes maior que o das antigas (GRAYBILL et al., 1996; HARSTE et al., 1996;
HOPPE-TICHY et al., 1997).

Os azobis sdo compostos totalmente sintéticos. O mecanismo de acdo destes
farmacos baseia-se na inibicdo da esterol-14-a-desmetilase, um sistema enzimatico
microssomal dependente do citocromo P450, prejudicando a sintese do ergosterol na
membrana citoplasmatica e levando ao acumulo de 14-oa-metilesterdis. Esses
metilesterdis ndo possuem a mesma forma e propriedades fisicas que o ergosterol e
levam a formagdo da membrana com propriedades alteradas, que ndo desempenha as
fungdes basicas necessarias ao desenvolvimento do fungo (GOODMAN et al, 1996;
WILLIAMS; LEMKE, 2002).

Outro agente antifingico sistémico utilizado ¢ o pro-farmaco flucitosina. Todos
os fungos sensiveis sdo capazes de desaminar a flucitosina em 5-fluorouracila, um
potente antimetabdlito; como resultado final, a sintese de 4cido desoxirribonucléico
(ADN) dos mesmos fica prejudicada. Embora as células dos mamiferos ndo convertam
a flucitosina em fluorouracila, o que ¢ crucial para acao seletiva do composto, alguns
microrganismos da flora intestinal o fazem, causando certa toxicidade aos humanos. A
flucitosina tem espectro de agdo restrito, tem atividade clinicamente 1til somente contra
Cryptococcus neoformans, Candida spp. € os agentes da cromomicose, a resisténcia
medicamentosa que surge durante a terapia € causa importante de fracasso terapéutico

(GOODMAN et al, 1996;WILLIAMS; LEMKE, 2002).

No tratamento das micoses superficiais a diversidade de farmacos disponiveis
para a terapia ¢ maior. Além dos polienos anfotericina B e nistatina, da flucitosina e de
uma maior variedade de azois (bifonazol, clotrimazol, econazol, isoconazol, oxiconazol,
sertaconazol, miconazol, terconazol e tioconazol), existem ainda outros antifiingicos: o
derivado da morfolina, amorolfina; os tiocarbamatos tolnaftato e tolciclato; as
alilaminas naftifina, terbinafina e butenafina ¢ o composto ciclopirox, além do
antibiotico griseofulvina (GOODMAN et al 1996; WILLIAMS; LEMKE, 2002;
KOROLKOVAS et al, 2003).
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3.4 Resisténcia fungica

O tratamento das micoses humanas nao ¢ sempre efetivo, pois os farmacos
antifingicos disponiveis produzem recorréncia ou causam resisténcia, além de
apresentarem importante toxicidade. Por esta razdo, ha uma busca continua de novos
farmacos antifingicos mais potentes, mas, sobretudo, mais seguros que os existentes

(ZACCHINO et al., 2001).

Os mecanismos envolvidos no processo de resisténcia a antifingicos sao ainda
pouco compreendidos. No entanto, alguns mecanismos de resisténcia foram descritos
em varias espécies patogénicas, nomeadamente a alteragdo na captura da droga, na
enzima alvo, nas enzimas da sintese de ergosterol e finalmente a presenga de bombas de

efluxo na célula fingica (RODERO et al., 2002).

Por detras de todos estes fendmenos, podem estar alteracdes na composicao de
esterol na membrana plasmatica do fungo (WHITE et al., 1998; BARBOSA, 2008).
Virios estudos demonstraram que durante a eliminacdo ou reducdo de ergosterol,
aparecem novos compostos como o 14a-metil esterol que altera a permeabilidade e o
fluxo da parede fungica. Estas alteracdes baixam a capacidade de entrada dos azois no
interior da célula (WHITE et al., 1998; BARBOSA, 2008). Também a alteracdo na
composicdo dos fosfolipidos da membrana pode influenciar a entrada de drogas, a
modificacdao dos fosfolipidos e acidos gordos de C. albicans afeta a permeabilidade da
célula tornando-a mais resistente ao miconazol (MAGO N, KHULLER GK, 1989;
BARBOSA, 2008). A modificagdo quantitativa ou qualitativa da lanosterol Cl4a
desmetilase esta implicada nos processos de resisténcia aos azois (WHITE et al., 1998;

BARBOSA, 2008).
3.5 Produtos naturais

Produtos naturais sdo substancias produzidas por microrganismos, plantas,
organismos marinhos e animais para varias finalidades, como: barreiras protetoras,
coenzimas ¢ cofatores, defesa do hospedeiro contra infec¢do bacteriana e predadores
(animais), protecdo de seu nicho ecoldgico, comunicagdo intra e inter espécies,
pigmentos, sinalizacdo celular, expressao génica e homeostase dos organismos (JONH,

2010).
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As plantas medicinais vém sendo utilizadas pelo homem ao longo de toda a
historia da humanidade no tratamento e cura de enfermidades. E uma prética que nasceu
provavelmente na pré-historia, quando, a partir da observacdo do comportamento dos
animais na cura de suas feridas e doencas, os homens descobriram as propriedades
curativas das plantas e comecaram a utilizé-las, levando ao acimulo de conhecimentos

empiricos que foram passados de geragdo para geragdo (FERRO, 2006).

O Brasil ¢ o pais com maior diversidade de plantas do mundo, contando com um
nimero estimado de 20% do numero total de espécies do planeta. Essa rica
biodiversidade ¢ acompanhada por uma longa aceitagdo de uso de plantas medicinais e

conhecimento tradicional associado (BRASIL, 2006; CARVALHO et al. 2007).

A Fitoterapia ¢ uma palavra que une dois radicais gregos: “phyton”, que
significa planta, e “therapia”, tratamento. E a terapéutica caracterizada pelo uso de
plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizagdo de

substancias ativas isoladas, ainda que de origem vegetal (BRASIL, 2006).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
toda e qualquer parte vegetal que possui, em um ou mais O0rgaos, substancias que podem
ser usadas com fins terapéuticos ou que sejam precussores de fArmacos semisintéticos

(VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Em 2006, foi criado no Brasil o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos, com objetivo de “garantir & populacdo brasileira o acesso seguro e uso
racional de plantas medicinais e fitoterdpicos, promovendo o uso sustentdvel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da induastria nacional”

(BRASIL, 2006).

Embora a maioria dos antifungicos existentes no mercado seja de origem

sintética, o estudo de produtos naturais voltou a receber grande atencdo (YUNES,

FILHO, 2001).

Oleos essenciais sdo produtos obtidos de partes de plantas através de destilagio a
vapor. De forma geral sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas. Outra caracteristica importante ¢ o aroma agradavel e
intenso da maioria dos oOleos essenciais, sendo, por isso, também chamados de

esséncias. Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
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terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, €teres 0xidos, peroxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas, cumarinas, até compostos com enxofre. Quimicamente, a grande
maioria dos 6leos ¢ formada de derivados fenilpropanodides ou de terpendides, sendo

que estes tltimos preponderam (SIMOES et al., 2007).

Sabe-se que alguns Oleos essenciais sao amplamente usados pelas industrias
farmaceéuticas, sanitarias, cosméticas por suas agdes bactericida, fungicida, parasicida e

virucida, além de outras propriedades medicinais (BAKKALI ef al., 2008).

A busca por novas drogas a partir de produtos naturais continua sendo um
assunto de grande importancia no cendrio mundial, pois a adequada vigilancia na
competicdo entre fungos e humanos, nos remete que novos alvos suceptiveis

continuarao sendo requeridos para uma terapia mais efetiva (ODDS, 2003).

E nessa perspectiva que muitos estudos de atividade bioldgica, incluindo
atividade micotica, tém sido realizados com o6leos essenciais de plantas medicinais

(NUNES et al., 2006).

As substancias geraniol e citronelol obtidas de 6leos essenciais pertencem a um
grupo de compostos definidos como terpenoides (SIMOES et al., 2007). Ha relatos na
literatura que esses Oleos apresentaram atividade antifungica frente aos organismos
Aspergillus niger, Fusarium oxysporum ¢ Penicillium digitatum (MOLEYAR et al.,
2004).Esses Oleos sao amplamente  utilizados  nas industrias de

detergentes,perfumarias,sanitdria, cosméticos e farmacéutica (ROCHA et al., 2000).

CH,

FIGURA 1. Estrutura quimica do geraniol (FONTE: SIMAS, 2004)
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OH

FIGURA.2 Estrutura quimica do citronelol (FONTE: MAROSTICA JUNIOR, 2006)
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 LOCAL DE TRABALHO

O trabalho foi realizado nos laboratorios de Bioquimica e de Microbiologia do

Centro de Educacdo e Saude da Universidade Federal de Campina Grande.
4.2 SUBSTANCIAS

As substancias utilizadas foram o geraniol e citronelol adquiridos

comercialmente da Sigma- Aldrich.
4.3 ANTIFUNGICOS

O antifingico utilizado como controle foi a anfotericina B.
4.4 CEPAS FUNGICAS

As cepas de Candida albicans testadas nos experimentos foram: ATCC 76615,
ICB-12, LM- 410, LM-393 e LM-178 pertencentes a cole¢cdo do Laboratério de

Micologia da Universidade Federal da Paraiba.
4.5 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados nos ensaios foram o meio so6lido Agar Sabouraud
dextrose (ASD) e o meio liquido Caldo Sabouraud Dextrose (CSD), ambos preparados

de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.6 PREPARACAO DO INOCULO, DETERMINACAO DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA (CIM) E DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA
(CFM)

Culturas de Candida albicans foram semeadas em placas com agar Sabouraud
Dextrose (ASD) e incubadas durante 24-72 horas, a temperatura de 37°C. Coldnias
desta cultura foram suspensas em de NaCl 0,85% estéril e o indculo foi padronizado de
acordo com a escala 0,5 de McFarland (1-5 x 10® UFC/mL). A CIM foi determinada
através do método da microdilui¢do (CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998).
Em uma placa com 96 cavidades, foi adicionado caldo Sabouraud e as substancias
geraniol e citronelol nas concentragdes de 2.000 a 1,95 ug/mL, em diluigdes seriadas

1:2. A determinacio da CIM foi conduzida com aproximadamente 1-5 x10° UFC/mL do
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microrganismo em cada cavidade. As placas foram incubadas a 37°C por 24-48 horas.
Em 24-48 horas houve a observacdo do crescimento fungico. A CIM foi considerada
como a menor concentragdo do 6leo que inibiu o crescimento do microrganismo através
da leitura visual das placas de 96 cavidades. Os experimentos foram realizados em

triplicata. A anfotericina B foi utilizada como controle.

Para determinar a CFM, 10uL de cada uma das cavidades onde ndao houve
crescimento fungico foi semeado em uma placa contendo ASD, estas placas foram
incubadas a 37°C por 24-48 horas. A CFM foi considerada a menor concentragdo
semeada em placa com ASD em que houve crescimento menor que 3 UFCs (Unidades

Formadoras de Colonia)( KLEPSER et al., 1998; ERNST et al., 1999).
4.7 DETERMINACAO DA ACAO SOBRE A PAREDE CELULAR FUNGICA

Foi utilizado o método da microdilui¢do seriada em placas de 96 cavidades. A
CIM do geraniol e do citronelol foram determinadas como descrito anteriormente na
presenga e na auséncia do sorbitol (0,8M). As placas foram incubadas a 37°C e a CIM
determinada em 2 e em 7 dias (FROST et al., 1995). Os experimentos foram realizados

em triplicata.
4.8 LIGACAO AO ERGOSTEROL

A CIM foi determinada como mencionado acima na auséncia e na presenca do
ergosterol que foi incorporado ao meio em trés concentracdes (100, 200 e 400 pg/mL).
As placas foram incubadas a 37°C e a CIM determinada em 24-48 horas (ZACCHINO,

et al. ,2012). Os experimentos foram realizados em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONCENTRACAO INIBITORIA MiNIMA (CIM) E CONCENTRACAO
FUNGICIDA MINIMA (CFM)

A determinagdo da CIM das substancias geraniol e citronelol foi realizada pelo
método da microdilui¢do. Os valores da CIM e da CFM destas duas substancias sao
apresentados na tabela 1. Como pode ser observado, a CIM do geraniol e do citronelol
foi 250 pg/mL em todas as cepas testadas. Contudo a CFM variou entre 250 ¢ 1000
pug/mL.

Com relagdo a anfotericina B , sua CIM contra a cepa ICB-12 e ATCC 76615 foram
0,03125 pg/mL e 0,125 pg/mL respectivamente, enquanto a CIM contra as demais
cepas foi 0,250 pg/mL (tabela 2).

Sabe-se que na natureza muitas substancias mostram papel relevante na prote¢ao das
plantas, com propriedades antimicrobianas e essas caracteristicas possivelmente se

relacionam a suas fungdes nas proprias plantas (BURT et al., 2004).

TABELA 1. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Fungicida Minima

(CFM) do geraniol e do citronelol sobre as cepas de Candida albicans.

CEPAS GERANIOL (pg/mL) CITRONELOL (pg/mL)
CIM CFM CIM CFM
ICB-12 250 1000 250 500
ATCC 76615 250 1000 250 250
LM-393 250 250 250 250
LM-410 250 250 250 250
LM-178 250 250 250 250
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TABELA 2. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) da anfotericina B contra cepas de

Candida albicans.

CEPAS ANFOTERICINA B(pg/mL)
ICB-12 0,03125
ATCC 76615 0,125
LM-393 0,25
LM-410 0,25
LM-178 0,25

A técnica da microdilui¢do usada na CIM ¢ uma forma rapida e econdmica para
avaliar a atividade antimicrobiana de produtos naturais. Possui grande reprodutibilidade
e através dela podem-se testar varias amostras. Pode ser usada tanto para substancias

soliveis em agua como para substancias lipossoluveis (OSTROSKYet al., 2008).

A determinacdo da CIM, primeira etapa do trabalho, forneceu dados
imprescindiveis para as fases posteriores. A CIM e a CFM fornecem importantes
informagdes sobre a poténcia das substancias avaliadas e servem para guiar os demais
experimentos que visam mostrar a aplicabilidade clinica das substancias. Segundo
CLELAND; SQUIRES, (1991), para que um produto natural candidato a ser empregado
como antifungico justifique a continua¢do dos seus estudos ele deve obter resultados

relevantes nesses experimentos in vitro.

Uma substancia possui forte atividade antimicrobiana quando possui CIM entre
50 e 500pg/mL, atividade moderada com CIM entre 600 e 1500pg/mL e fraca atividade
com valores acima de 1500pg/mL (ALIGIANNIS et al., 2001). De acordo com esta

classificagdo, tanto o geraniol quanto o citronelol mostraram forte atividade antifungica.
5.2 DETERMINACAO DA ACAO SOBRE A PAREDE CELULAR

A determinacdo da acdo de uma substancia sobre a parede celular pode ser
investigada pelo ensaio com sorbitol, essa determinagdo se da na medida dos danos que
os produtos com atividade antifngica produzem aos componentes da parede celular
fingica. Se o produto atuar de alguma forma sobre a parede celular do fungo, ele

provocara lise de suas células quando na auséncia de um estabilizador osmoético, mas
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permitird seu crescimento na presenca desse suporte osmotico. Desta maneira, este
ensaio compara os valores da CIM das substancias antifingicas na auséncia e presenca
de sorbitol 0,8M, um protetor osmotico usado para estabilizar os protoplastos dos

fungos (GUNIJI ez al.,1983; PEREIRA,2009).

Os resultados dos valores da CIM do geraniol e do citronelol na presenca e na
auséncia do sorbitol 0,8M podem ser observados na tabela 3. Podemos observar que os
valores da CIM ndo variaram, mostrando que o sorbitol ndo intefere na agdo das

sustancias testadas.

Com base nesses resultados, sugere-se que a atividade antifungica do geraniol e

do citronelol ndo ocorre por interagdo com a parede celular da C. albicans.

TABELA 3. Valores da CIM do geraniol e do citronelol sobre C.albicans na presenca e

na auséncia de sorbitol 0,8M.

CEPA GERANIOL (pg/mL) CITRONELOL (pg/mL)
Presenca de Auséncia de Presenca de Auséncia de
sorbitol (0,8M) | sorbitol (0,8M) | sorbitol (0,8M) sorbitol (0,8M)
ICB-12 250 250 250 250

Esse ensaio possui amplo espectro de possibilidades, pois detecta ndo somente
as substancias que afetam a sintese dos polimeros da parede celular e a sua adjacéncia,
como também os mecanismos regulatdrios envolvidos nesse processo que podem
permitir a observacdo microscopica das alteragdes produzidas nas cepas fungicas

(ZACCHINO, 2001).

Nesse caso com as substancias ndo apresentaram ac¢do na parede celular, os
estudos seguiram no sentido de se investigar outros possiveis alvos que justifiquem agao

fungicida do geraniol e citronelol.
5.3 LIGACAO AO ERGOSTEROL

O geraniol e o citronelol pertencem a um dos grupos dos constituintes
comumentes presentes como substidncias majoritarias em 6leos essenciais, os terpenos,
de acordo com a literatura agem principalmente contra a membrana citoplasmatica dos

microorganismos (DI PASQUA, 2007; PEREIRA, 2009). Esta hipotese justifica-se pelo
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carater lipofilico destes compostos, sugerindo sua interagdo com membranas dos
microorganismos. Essa hidrofobicidade permite que estas substancias se particionarem
nas membranas celulares dos fungos, alterando suas fungdes e deixando-as mais

permeéveis (BURT, 2004; PEREIRA, 2009).

Para determinar se as substancias testadas ligam-se ao esterol da membrana do
microrganismo, a CIM dos compostos foram determinadas com e sem a adicdo de
ergosterol ao meio. Se a atividade do composto testado for devido a sua ligacdo com o
ergosterol da membrana do microrganismo, o ergosterol exdgeno ird prevenir a ligagao
ao ergosterol da membrana do fungo. Como conseqiiéncia, um aumento da CIM serd

observada (ESCALANTE et al., 2008, SILVA JUNIOR, 2010.).

Os resultados da figura 3 demonstram que a CIM da anfotericina B contra C.
albicans aumentou para 2xCIM e 4xCIM com a adicdo de 200 e 400upg/mL
respectivamente. O ensaio com a anfotericina B a 100 pg/mL ndo houve alteragdo da
CIM. A CIM do geraniol aumentou na presenca do ergosterol para 4xCIM, 4xCIM e
8xCIM com a adigao de 100, 200 e 400pug/mL de ergosterol respectivamente. Também
houve alteracdo da CIM do citronelol para 4xCIM, 8xCIM e 8xCIM com a
incorporagdao de respectivamente 100, 200 e 400ug/mL de ergosterol ao meio. Estes
resultados demonstram que a adi¢do de ergosterol ao meio, faz com que aumente a CIM
da droga utilizada como controle (anfotericina B) e das substancias testadas (geraniol e
citronelol). Estes resultados sugerem que o geraniol e o citronelol agem no

microrganismo por se ligar no ergosterol presente na membrana.

—— Anfotericina B
—¥— Geraniol
—{1 Citronelol

x CIM

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Ergosterol (ug/mL)
FIGURA 3: Efeito de diferentes concentragdes de ergosterol exdgeno (100, 200 e
400pg/mL) sobre a CIM da anfotericina B, do geraniol e do citronelol frente a cepa de
Candida albicans 1ICB-12.
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No caso da anfotericina B sua agdo através de sua ligagdo ao ergosterol ¢ com
ruptura da estabilidade da membrana dos fungos, produz canais ou poros que alteram a
permeabilidade da membrana do fungo e que permitem o extravasamento de
constituintes celulares essenciais, levando finalmente a morte da célula (GOLAN,

2009).

Alguns autores colocam que a interagdo das substidncias em teste com a
membrana pode ser conseqiiéncia da interferéncia na biossintese de ergosterol ou uma
interacdo direta com o ergosterol, na alteracdo do perfil dos acidos graxos da membrana
plasmatica, na fun¢io da H'/ATPase presentes na membrana plasmatica, no efluxo de
K" pela membrana, entre outros fatorestHAWORTH et al., 1983, COX et al., 1998;
LUNDE,KUBO, 2000; PEREIRA, 2009).
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6. CONCLUSOES
Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

e O geraniol e o citronelol possuem atividade antifingica contra as cepas de
Candida albicans testadas;

e As substancias apresentam a¢do fungicida consideravel;

e A atividade das substancias ndo esta envolvida com agdo na parede celular;

e As substancias provavelmente ligam-se ao ergosterol, alterando as fungdes
da membrana, deixando-as mais permedveis, desta maneira levando a lise
das cepas testadas;

e As substancias apresentam-se como potenciais candidatas a antifingicos,
podendo vir a se tornar opgdes no tratamento das candidiases, mediante

realizagdo futura de testes pré- clinicos e clinicos.
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