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RESUMO

A perda de alimentos causada por uma variedade de micro-organismos tem
sido reconhecida como inconveniente e uma das maiores preocupagdes das
industrias de alimentos, principalmente, pelo impacto econémico. Além disso,
com o aumento da prevaléncia de agentes patogénicos resistentes as drogas
ocorre em um momento em que a descoberta e 0 desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos ocorrem lentamente. Desta forma, o presente estudo
tem como objetivo investigar in vitro e in silico a atividade antifungica do
isoeugenol frente a cepas Penicillium citrinum e seus efeitos toxicos. Para
avaliar as bioatividades e risco toxicoldgico in silico, foram utilizadas os
softwares PASS on-line, Molinspiration e Osiris. Para investigar a atividade
antifingica in vitro, foram utilizadas as técnicas de microdiluicdo, checkerboard
e 0s ensaios com ergosterol e sorbitol. O efeito citotdéxico foi demonstrado
utilizando eritrécitos humanos. O fitoconstituinte apresentou paréametros de
biodisponibilidade oral satisfatérios e risco toxicoldégico reprodutivo e
mutagénico na analise in silico, mas néo foi citotoxico. Apresentou agao
antifingica nas cepas testadas com efeito fungicida, causando perturbacao na
membrana plasmatica antifiungica. Desta forma, o isoeugenol demonstrou ser
um possivel candidato a biocida e/ou droga antifungica para tratamento de
infec¢des fungicas.

Palavras-chave: Isoeugenol, P. citrinum, atividade antifungica, toxicidade,
citotoxicidade.



ABSTRACT

The loss of food caused by a variety of microorganisms has been recognized as
an inconvenience and one of the major concerns of the food industry, mainly
because of the economic impact. In addition, with the increasing prevalence of
drug-resistant pathogens occurs at a time when the discovery and development
of new antimicrobial agents occur slowly. In this way, the present study aims to
investigate in vitro and in silico the antifungal activity of isoeugenol against
strains Penicillium citrinum and its toxic effects. In order to evaluate the
bioactivities and toxicological risk in silico, the online PASS, Molinspiration and
Osiris software were used. To investigate the antifungal activity in vitro, the
microdilution, checkerboard and ergosterol and sorbitol tests were used. The
cytotoxic effect was demonstrated using human erythrocytes. The
phytoconstituent had satisfactory oral bioavailability parameters and a
reproductive and mutagenic toxicological risk after in silico analysis, but it was
not cytotoxic. It presented antifungal action in the strains tested with fungicide
effect, causing disturbance in the antifungal plasma membrane. In this way,
isoeugenol has been shown to be a possible candidate for biocide and / or
antifungal drug for the treatment of fungal infections.

Keywords: Isoeugenol, P. citrinum, antifungal activity, toxicity, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A perda de alimentos causada por uma variedade de micro-organismos tem
sido reconhecida como inconveninte e uma das maiores preocupacoes das industrias
de alimentos, principalmente, pelo impacto econémico (SAHIN, 2004). Os fungos séo
um dos grupos de organismos que deterioram os alimentos, sendo responsaveis por
modificar suas caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas, quando colonizam
macicamente esses produtos, o que torna o tratamento e profilaxia destes micro-
organismos um importante problema na industria alimenticia. Este quadro gera, além
do comprometimento da qualidade do produto e consequente prejuizo financeiro, um
possivel acumulo de micotoxinas que colocam em risco a saude dos individuos que
consumirem estes alimentos. (NORBERG; SERRA-FREIRE, 1993; LACAZ et al.,
2002).

As micotoxinas sao consideradas metabdlitos secundarios de fungos, que nao
sdo, necessariamente, essenciais ao seu crescimento e sobrevivéncia, mas que
podem afetar, de alguma forma, os organismos que por ventura a ingerem, quando
presentes em agua ou alimentos contaminados, podendo acarretar prejuizos na
saude, tanto em animais quando em humanos (OLIVEIRA, 1999; BALBANI;
BUTUGAN, 2001; LINO et al., 2004; HACKBART, 2009). Existem relatos graves de
micotoxicoses em seres vivos que ingeriram alimentos deteriorados por fungos

produtores de micotoxinas, entre elas a citrina.

Esta micotoxina foi isolada a partir do Penicillium citrinum, sendo também
produzida por outras espécies pertencentes aos géneros Penicillium, Aspergillus e
Monascus (MANABE, 2001; VITORINO, 2011). Gréaos de aveia com mofo, de centeio,
de cevada, de milho e de trigo sdo excelentes para a formacado dessa toxina
nefrotdxica, que pode causar, no homem e em animais, sérios problemas aos rins e
aos tubos proximais, além de potenciais agentes causadores da nefropatia endémica
de Balkan, bem como relato de casos na literatura como problemas asmaticos, rinite
e conjuntivite, sendo relatdos também efeitos embriotdxicos, teratogénicos e
genotoxicos (IZAWA, 1996; ABRAMSON et al., 2001; PEPELJNJAK, 2002; SCOTT,
2004; MURRAY, 2006).

Devido as preocupagbes com a saude dos consumidores e 0 prejuizo

econdmico em razdo da contaminacdo por micro-organismos fitopatogénicos,
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pesquisas estao sendo realizadas com o objetivo de descobrir compostos que seréao
empregados com seguranca na substituicdo de fungicidas para inibir o crescimento
de fungos ou a producdo de micotoxinas nos produtos agricolas. Como alternativa, a
utilizacdo de pesticidas € uma das ferramentas empregadas no controle da
contaminacao e proliferacdo desses micro-organismos contaminantes. No entanto,
devido ao uso abusivo desses fitossanitarios, uma série de problemas foram surgindo,
que vao desde os efeitos residuais decorrente do uso desses compostos sintéticos ao
longo dos anos, 0 que leva a sua acumulagdo em tecidos vegetais e na cadeia
alimentar a curto e longo prazos, como também os efeitos negativos que podem ser
observados através da contaminacao do solo e aguas, intoxicacao letal de individuos
nao alvo, além dos efeitos nocivos progressivos a saude humana (D’AMATO et al.,
2002).

Sendo assim, o interesse no uso de substancias vegetais para o controle de
pragas € crescente, principalmente pela popularizagdo da agricultura sustentavel, que
tem por objetivo a producéo de alimentos livre de residuos de agrotéxicos, priorizando
a manutencao da biodiversidade local, preservacao e qualidade da 4gua e dos solos.
Diante dessa necessidade da reducdo do uso dos agrotdxicos, cada vez mais
pesquisas que utilizam a producéo de insumos bioldgicos, principalmente extratos e
6leos de espécies vegetais, para a validacao do seu potencial biocida tém oferecido
informacodes valiosas sobre a composi¢ao e atuacao dos produtos gerados por estes
no combate as pragas (DIETRICH et al., 2011).

Os dleos essenciais sdo sdo caracterizados por serem uma mistura complexa
dos metabdlitos secundarios das plantas, por apresentarem odor forte, alta
volatilidade, instabilidade na presenca de luz, oxigénio, substancias oxidantes,
redutoras, meios com pH extremos ou com tragos de metais que podem catalisar
reacdes de decomposicado e transformacdo (BANDONI; CZEPAK, 2008; ASTANI;
REICHLING; SCHNITZLER, 2009), apresentando majoritariamente terpenos e
fenilpropandides. Esses compostos, constituem os elementos volateis contidos em
muitos 6rgaos vegetais, e, estdo relacionados com diversas fungbes necessérias a
sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra micro-
organismos (ANDRADE et al., 2012). Ainda, tem sido estabelecido cientificamente que
cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem propriedades antifungicas e 35% exibem
propriedades antibacterianas (BHAVANANI; BALLOW, 2000).
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Essa atividade antifungica, demonstrada pelos 6leos essenciais, € de grande
importancia tanto no combate a pragas em vegetais como também no tratamento de
infeccbes fungicas. Segundo Santos (2017), as infecgdes fungicas sistémicas tem
menor incidéncia do que as superficiais, entretanto, as doengas invasivas exigem
preocupacao ja que estdo associadas a altos indices de mortalidade. Muitas espécies
fungicas sao responsaveis por infeccoes invasivas, as quais estao associadas a cerca
de 1.5 milhdo de mortes por ano. Estima-se que a taxa de mortalidade exibida pelas
dez infecgbes fungicas mais frequentes supere os valores de importantes doencgas
mundiais, como a tuberculose ou malaria. O género Penicillium aparece entre esses
géneros mais frequentes devido a peniciliose causada por P. marneffei, com taxa de
mortalidad entre 2 — 75% (BROWN et al, 2012). No entanto, relatos de casos
comprovam que o P. citrinum também é capaz de desenvolver doencas oportunistas
em humanos (GUGNANI; GUPTA; TALWAR, 1978; MONK et al., 1997; MORI et al.,
1987; KRISHNAN et al., 2015).

Esta possibilidade € muito Gtil diante do cenario atual de escassez de drogas
eficazes no combate a infeccées fungicas. Desde a descoberta de compostos
antimicrobianos no século XX, esses agentes reduziram substancialmente a ameaca
de doencgas infecciosas. O uso dessas substancias associadas as melhorias nos
programas de saneamento, habitacdo, producédo de alimentos e imunizacao levou a
uma reducao dramatica da morbidade e da mortalidade humana. Entretanto, devido a
varios fatores, como o uso inadequado de medicamentos anti-infecciosos utilizados
na saude humana e animal bem como na producdo de alimentos e, ainda, com
medidas inapropriadas para controlar a disseminacao de infec¢des, além da troca de
informacao genética de resisténcia entre as espécies dos mais diversos micro-
organismos, cada vez mais estao surgindo cepas multirresistentes de forma crescente
(MULVEY; SIMOR, 2009; ANDERSSON; HUGHES, 2010; WHO, 2010; OMS, 2012).

Com o aumento da prevaléncia de agentes patogénicos resistentes as drogas
ocorre em um momento em que a descoberta e 0 desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos ocorrem lentamente (SPELLBERG et al., 2008). Consequentemente,
ha uma preocupagédo de que em um futuro proximo possa ser um numero crescente
de infec¢des potencialmente intrataveis (STEPHENS, 2014; ALIROL et al., 2017).
Assim, os Oleo essenciais obtidos de plantas tém sido considerados fontes em
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potencial de substancias biologicamente ativas que podem ser utilizadas no combate
a infecgdes por diversos micro-organismos (ANDRADE et al., 2012).

Diante desse potencial, e verificando que 6leos essenciais contendo isoeugenol
como composto majoritario apresentam atividade antimicrobiana, o presente estudo
tem como objetivo avaliar o potencial antifungico do isoeugenol frente a cepas de
Penicillium citrinum, bem como investigar seu mecanismo de agéo, além de verificar
preliminarmente se o fitoconstituinte exibe um perfil toxicolégico seguro para uso como

ferramenta terapéutica e/ou como biopesticida na industria de alimentos.



REFERENCIAL
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O género Penicillium

O nome Penicillium foi introduzido a primeira vez por Heinrich Friedrich Link em
1809, e é derivado de Penicillus, que significa "pequeno pincel". Diversos trabalhos
surgiram no século 19 sobre o género, entretanto Dierckx (1901) foi o primeiro
pesquisador a introduzir um sistema de classificacdo secundaria, incluindo os
subgéneros Aspergilloides, Eupenicillium, e Biverticillium (HOUBRAKEN; SAMSON,
2011).

Penicillium spp. apresenta-se como um grupo de fungos, compreende mais de
350 espécies descritas, em sua maioria filamentosos, comuns em uma diversidade de
hébitats, sendo encontrados como sapréfitas no solo, ambientes internos, varios
produtos agricolas, industrializados, alimentos em deterioracdo e no ar (SAMSON;
FRISVAD, 2004; VISAGIE et al., 2014). Distribui-se mundialmente e causa um grande
impacto econ6mico na vida humana. Sua principal fungdo na natureza é a
transformacao de materiais organicos, onde as espécies causam devastacdes em
lavouras como patdgenos pré e pds-colheitas no plantio de alimentos (FRISVAD;
SAMSON, 2004; PITT; HOCKING, 2009; SAMSON et al., 2010).

Estes micro-organismos pertencem ao filo Ascomycota, subfilo
Pezizomycotina, classe Eurotiomycetes e a ordem Eurotiales (NCBI, 2018).
Morfologicamente, pode-se observar nas espécies desse género hifas septadas.
Essas hifas apresentam-se anastomosadas, geralmente, com paredes desprovidas
de pigmentacéao (PITT, 2002).

Os conidioforos surgem como ramos do micélio e sdo frequentemente
perpendiculares ao substrato (Figura 1). A estrutura do conidiéforo consiste de um
estipe que pode ser estreito ou alargado. Dependendo da espécie, podem apresentar
parede delgada ou espessa, lisa ou finamente a fortemente rugosa. No pice do estipe
surge o “Penicillus”, que pode consistir de células conidiogénicas, denominadas
fidlides. Estas podem incidir diretamente no estipe ou nas métulas (células de apoio)
e ramos. Além disso, algumas espécies do género possuem uma ramificagdo
adicional, denominada ramulo, localizada entre a métula e o ramo (ONIONS; BRADY,
1987; PITT, 2002).
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Figura 1: Estrutura celular basica de Penicillium spp.

Microconidios

Fidlides
(esterigmas)

Conidioforo

Fonte: TRUJILLO, 2015

Os conidios s&o unicelulares, uninucleados, hialinos, pequenos, com formas
que variam de globosas a cilindricas. Dependendo da espécie, a parede pode ser lisa,
rugosa, fortemente rugosa ou espinescente. Algumas espécies produzem esclerécios,
que séo estruturas multicelulares de resisténcia que podem permanecer latentes por
longos periodos até as condicdes do meio se tornarem propicias ao seu
desenvolvimento. Podem apresentar variacdo na composicao quimica da parede de
hifas e de conidios, com a presenca de glicose, galactose, manose, aminoacidos e
glicosamina, em concentragdes diferentes (RIZZA; KORNFELD ,1969).

Devido a variagcao e complexidade dos conidi6foros do género Penicillium, foi
necessario agrupar espécies que possuissem padrao de ramificacao similar e, apesar
da discordancia entre alguns autores, todos concordam que 0s ramos devem ser
contados de cima para baixo, sendo considerado para classificacdo, o tipo de
conidiéforo predominante (ONIONS; BRADY, 1987).
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Ecologicamente, as espécies do género Penicillium sao de extrema importancia
na natureza, pois participam ativamente em ciclos biogeoquimicos, atuando na
transformacdo de matéria organica. Embora o solo seja o habitat natural dessas
espécies, elas podem ser encontradas em varios ecossistemas. Devido a sua elevada
competéncia metabdlica, ndo sao muito exigentes nutricionalmente, tolerando uma
imensa variedade de condicdes fisico-quimicas tais como temperatura, atividade da
agua e pH. E exatamente esta alta tolerancia as condigées extremas que lhes
conferem a capacidade de crescer em quaisquer ambientes que Ihes proporcionem o
minimo de oligoelementos essenciais até as mais complexas fontes de carbono, como
por exemplo maltose, dextrose, sacarose e amido (BENNET, 2010; SAMSON et al.,
2014; CARDOSO, 2015).

Além disso, as espécies deste género tem apresentado um grande potencial
biotecnoldgico, uma vez que estdo sendo utilizadas como modelo em pesquisas
basicas e aplicadas. Entre os estudos onde sdo empregam estes micro-organismos,
cpodemos citar biocontrole, micoparasitismo, utilizacdo de seus metabdlitos
secundarios para diversas industrias, como fontes de enzimas de interesse industrial

e novos farmacos para a industria farmacéutica (PALLU, 2010).

Fungos deste género sdo bastante conhecidos pela capacidade de produzir
uma grande variedade de metabdlitos secundarios biologicamente ativos, como por
exemplo: alcaléides, terpendides, peptideos, dentre outros e também enzimas
extracelulares, como as pectinases, utilizadas na industria de suco de laranja
(SARGO, 2009; CARDOSO et al, 2007). Estas substancias podem ser aplicadas em
diversos setores da ciéncia, como o controle biolégico, fonte de farmacos,
antiparasitarios, antibiéticos e imunossupressores (ALECRIM, 2010).

No entanto, algumas espécies também produzem substéncias toxicas, as
micotoxinas. A presenga de micotoxinas em alimentos e ragbes animais € um
problema sério que tem chamado a atencdo das autoridades sanitarias em nivel
internacional. Muitas restricbes a produtos contaminados com esses metabolitos
toxicos tém ocorrido em diversos paises. Estas restricdes traduzem-se diretamente
em impactos na economia, e por isso no produto interno bruto de paises produtores
desses alimentos e de ragbes animais (FREIRE et al., 2007).
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Dentre as micotoxinas produzidas por Penicilllum spp. e utilizadas na
caracterizacao e identificacdo dessas espécies, destacam-se a patulina, a citrinina e
a ocratoxina A (OTA). A citrinina é um poliquetideo, com peso molecular de 250,25
Da e férmula empirica C13H140s, que apresenta acdo nefrotéxica. Trata-se de uma
micotoxina produzida princialmente por Penicillium citrinum, entretanto, outras
espécies de Penicillium e até mesmo de Aspergillus mostraram-se capazes de
produzir esta toxina (FRISVAD et al., 2004; FRISVAD et al., 2005).

Alguns paises e 6rgaos, preocupados com a qualidade da populacdo que
consome cada vez mais produtos industrializados, estabeleceram restricbes de
algumas micotoxinas. A OMS estabeleceu em 50 mg/L (m/v) como maximo tolerado
de patulina em suco de maca. Ja o Brasil, por sua vez, estabeleceu Resolucdo RDC
07/2011, publicada no Diério Oficial da Uniao em fevereiro de 2011, determinando que
alimentos comercializados no Brasil como leite e produtos lacteos, sucos de maca e
uva, café torrado (moido ou em grao) e soluvel, entre outros, deverao respeitar um
limite maximo para a presenca de micotoxinas, com quantidades maximas variando
de acordo com o produto e publico direcionado do alimento. Esta RDC estabelece
limites maximos para as aflatoxinas (aflatoxina B1, B2, G1, G2 e M1) que variam entre
0,5 e 20 ug/kg, para a ocratoxina A (OTA) no intervalo de 2 a 50 pg/kg, para a
desoxinivalenol (DON) com limites variando de 200 a 3.000 pg/kg, para as fumonisinas
(FB1 + FB2) entre 200 e 5.000 pg/kg, 50 ug/kg para patulina (PAT) e entre 100 a 1.000
Hg/kg para a zearalenona (ZON). Os produtores deverdo seguir um cronograma que
entrou em vigor a partir da publicacdo no Diario Oficial da Unido e que vai foi até
janeiro de 2016 para se adaptar a nova resolucao (FREIRE et al., 2007; ANVISA,
2013).

As espécies de Penicillium estédo entre os fungos mais comuns em todo o
mundo (VISAGIE et al., 2014). Eles habitam diversos ambientes internos e externos
causando incémodos ocasionais, além de terem participado no provavel maior
experimento falho de todos os tempos, a descoberta de penicilina de Alexander
Fleming. Apesar de sua onipresenca, as espécies de Penicillium nao-marneffei
raramente causam doengas humanas.

Entre os principais integrantes deste género que produzem micotoxinas,

Penicillium citrinum se destraca. Apresenta-se como um fungo filamentoso de
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ocorréncia comum com uma distribuicdo mundial e pode ser uma das formas de vida
eucariéticas mais comuns na Terra. A distribuigcdo deste micro-organismo pode estar
relacionada ao clima, onde, geralmente, € encontrado em solos subtropicais e
presentes em menor frequéncia em solos de regides temperadas (PITT; HOCKING,
2009; HOUBRAKEN et al., 2011). Esta espécie foi isolada de varios substratos como
solo, cereais, especiarias e ambientes fechados e hipersalinos (SAMSON;
FRISVARD, 2004; CANTRELL et al., 2006).

Asan et al. (2010) isolaram fungos filamentoso do ar e do solo com intervalos
sazonais, na cidade de Luleburgaz, na provincia turca de Kirklareli. Dos fungos
isolados do ar, o género mais representativo foi Alternaria e do solo, Penicillium. No
caso do Penicillium, foram isoladas 15 espécies, sendo P. citrinum a espécie mais

abundante no solo.

Outro estudo, realizado na regidao do Vale do Sao Francisco, em Petrolina, no
estado de Pernambuco, por Coutinho et al. (2010), isolaram fungos filamentosos da
rizosfera de meloeiros (Cucumis melo L. cv. Gold Mine) cultivados em solos ricos em
compostos organicos. Os autores encontraram 78 espécies, sendo 0s géneros mais
representativos Aspergillus e Penicillium, com 15 e 13 espécies, respectivamente.
Foram identificados P. citrinum, P. corylophilum, P. decumbens, P. dierckxii, P.
griseofulvum, P. janthinellum, P. pinophilum, P. waksmanii, P. restrictum, P. solitum

var. crustosum, P. spinulosum e P. vinaceum.

Este fungo é capaz de produzir metabdlitos secundarios toxicos que Ihe confere
beneficios na natureza, fornecendo vantagem competitiva para colonizar um novo
substrato (ABBOTT, 2002; PITT, 2002). A citrinina, nome derivado do epiteto deste
micro-organismo, € a principal toxina produzida por esta espécie e caracteriza-se por
ser nefrotoxica (HETHERINGTON; RAISTRICK, 1931), sendo a micotoxina
majoritariamente sintetizada por P. citrinum. Além disso, outros compostos, como o
acido tanzowaico A, quinolactacinas, quinocitrininas, acido astérico e compactina, sao
produzidos por esta espécie (TURNER; ALDRIDGE, 1983; MALMSTR@M et al., 2000;
KIM et al., 2001; KOZLOVSKI et al., 2003a, b).

Apesar de ndo ser comum sua presenca em infeccdées em humanos, a literatura
demonstra casos de isolamento desta espécie como patégenos. Foram encontrados

quatro relatos de infecgéo por P. citrinum em seres humanos, trés dos quais ocorreram
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em pacientes com leucemia aguda que receberam quimioterapia intensiva (MONK et
al., 1997; MORI et al., 1987; KRISHNAN et al.,, 2015) e uma que ocorreu no
estabelecimento de inoculacao direta (GUGNANI; GUPTA; TALWAR, 1978). Com
base no grau significativamente mais amplo de imunodeficiéncia do paciente em
relacao ao induzido por aguda leucemia mais quimioterapia, conclui-se que P. citrinum
provavelmente n&o seria a causa invasiva de pneumonia neste caso. No entanto,
devido ao crescimento de P. citrinum de multiplas culturas lavado broncoalveolar,

suspeita-se da sua presencga na arvore traqueobronquial no organismo humano.

Diante deste cenario, o desenvolvimento de drogas com espectro de acdo que
inclua o P. citrinum é importante, uma vez que nao s6 na agricultura, mas em
determinadas condicbées humanas, como em casos de incompeténcia imunolégica,

este fungo pode acarretar prejuizos a saude como agente causador de infecgdes.
2.2 Terapia Antifungica

Certas populacdes de pacientes mostram-se particularmente suscetiveis as
infecgdes fungicas (micoses). Essas populagdes incluem pacientes cirurgicos e na
unidade de terapia intensiva (UTI), pacientes com préteses e pacientes com
comprometimento das defesas imunolégicas. O numero de individuos
imunossuprimidos continua a aumentar devido a fatores como maior expectativa de
vida, um aumento de pacientes infectados com HIV, transplantados de 6rgaos e de
medula éssea ou pacientes com céncer tratados com farmacos citotoxicos. Muitos
farmacos utilizados para o tratamento de infecgbes fungicas tem baixa
biodisponibilidade ou sdo muito téxicos para o uso prolongado. Além do fato de que
muitas linhagens fungicas estdo adquirindo resisténcia devido ao elevado tempo de
tratamento das infecgbes. (ECKERMAN; GRAHAM, 2000; GOLAN et al., 2009;
MORSCHHAUSER, 2010).

Os fungos, por serem seres eucariontes, apresentam vias metabdlicas
homoélogas aos humanos para a producdo de energia, a sintese de proteinas e a
divisao celular. Consequentemente, existe uma maior dificuldade no desenvolvimento
de agentes antifungicos seletivos do que no desenvolvimento de antibacterianos
seletivos. O primeiro agente utilizado no tratamento de micoses foi o iodeto de
potassio em 1903, mas s6 nas primeiras décadas do século XX houve uma maior

pesquisa por novas moléculas para o tratamento de doencas infecciosas.
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Diferentemente dos antibacterianos, novos compostos antifungicos s6 vieram a ser
em 1980, devido surgimento de doengas oportunistas decorrentes da pandemia da
AIDS (GOLAN et al., 2009; TRABULSI; ALTERTHUM et al., 2015).

A escolha do antifungico adequado é baseada no quadro clinico geral do
paciente, tipo de micose e o micro-organismo envolvido na infec¢do. Esses fatores
sao levados em consideragao nao so para a decisao do tratamento farmacol6gico que
sera aplicado, mas também da formulacdo da droga que serda empregada na
administracdo do medicamento. Entretanto, o tratamento de infecgcdes micéticas
contam com um numero limitado de farmacos para o uso clinico, e as opgdes
disponiveis sdo limitantes por varios motivos: surgimento de cepas resistentes,
reduzido espectro de acao, relevantes efeitos colaterais e baixa biodisponibilidade em
alguns tecidos (BROOKS et al., 2014; TRABULSI; ALTERTHUM et al., 2015).

Como pode ser observado na Figura 2, os principais alvos moleculares da
terapia antifungica consistem em enzimas e outras moléculas envolvidas na sintese
da parede celular, membrana plasmatica, na mitose e na sintese de DNA dos fungos.
Dentre as classes disponiveis de drogas antifungicas, encontram-se os poliénicos, 0s
azois, os tiocarbanatos, as alilaminas, os derivados morfolinicos, a 5-fluorocitosina, a
griseofulvina e as equinocandinas (GOLAN et al., 2009; TRABULSI; ALTERTHUM et
al., 2015)

Os polienos sdo moléculas anfipaticas com alta afinidade quimica por esterois
24-substituidos, que atuam através de sua ligagdo ao ergosterol que leva a ruptura da
estabilidade da membrana dos fungos devido a produgéo de canais ou poros aguosos
na membrana das células, que alteram a permeabilidade da membrana do fungo e
que permitem o extravasamento de constituintes celulares essenciais como ions,
acucares, proteinas e acidos nucléicos, levando finalmente a morte da célula. Entre
0s representantes desta classe, encontram-se a anfotericina B, nistatina e a pimaricina
(GOLAN et al., 2009; TRABULSI; ALTERTHUM et al., 2015).

Os agentes antifungicos azélicos podem ser classificados de acordo com sua
estrutura quimica em imidazoélicos (anel contendo 2 atomos de nitrogénio) e triazois
(anel contendo 3 atomos de nitrogénio), que compartiiham o mesmo mecanismo de
acao e espectro antifungico semelhante. Como os triazélicos de administracao

sistémica tendem a ter menos efeito do que os imidazdlicos também administrados
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sistemicamente sobre a sintese de esterdis nos seres humanos, o desenvolvimento
de novos farmacos tem sido direcionado principalmente para os triazélicos (GOLAN
et al., 2009; TRABULSI; ALTERTHUM et al., 2015).

Figura 2: Estruturas-alvo nas células fungicas dos farmacos antimicrobianos

Reticulo endoplasmatico

(inibicao da sintese de ergosterol)
Alilaminas

Benzilaminas

Imidazélicos

) Triazolicos
Ndcleo

Fuso mitético /K

Griseofulvina Parede celular
Equinocandinas

Sintese de DNA

Flucitosina .
Membrana plasmatica

Polienos (anfotericina B)

Fonte: GOLAN et al., 2009.

Esses compostos agem inibindo a 14a-demetilagdo de molécula de lanosterol.
Eles se ligam ao atomo de ferro presente no grupo protoporfirinico localizado no sitio
ativo da enzima da enzima C14a-lanosterol demetilase por meio dos atomos de
nitrogénio do nucleo imidazol ou triazol. Assim, ocorrera uma deplecao de ergosterol

da membrana citoplasmatica dos fungos com concomitante acumulo de esterdis



31

toxicos, alterando a permeabilidade e fluidez da membrana, interferindo na fisiologia
do micro-organismo e, consequentemente, a inibicdo do seu crescimento. Entre os
representantes dos imidazdlicos, destacam-se o cetoconazol, clotrimazol, miconazol,
econazol, butoconazol, oxiconazol, sertaconazol e o sulconazol. J& na classe de
agentes antifungicos triazdlicos estdo disponiveis o itraconazol, fluconazol,
voriconazol, terconazol, posaconazol e o ravuconazol, que esta na fase de estudos
clinicos (GOLAN et al., 2009; TRABULSI; ALTERTHUM et al., 2015).

Outra classe de farmacos que atua na via sintética do ergosterol sdo os
morfolinicos. Estes farmacos atuam na A14-redutase e na A8-isomerase, levando a
inibicdo da sintese do ergosterol. A amorolfina é a representante desta classe
(TRABULSI; ALTERTHUM et al., 2015).

Na biossintese do ergosterol, o esqualeno é convertido em lanosterol pela acéo
da esqualeno-epoxidase. As drogas da classe das alilaminas e benzilamina sao
compostos por farmacos que inibem a enzima esqualeno epoxidase, impedindo a
formacao do lanosterol, que é um precursor do ergosterol. Essa acéo leva a deplecéo
de ergosterol na membrana e o acumulo de esqualeno no citoplasma fangico, levando
ao efeito tdéxico na célula, o que os torna fungicidas na maioria das circunstancias. Os
representantes das alilaminas sdo a terbinafina e naftifina, e da benzilamina é a
butenafina (GOLAN et al., 2009; TRABULSI; ALTERTHUM et al., 2015).

Os componentes-chave da parede celular dos fungos sao a quitina, o B-(1,3)-
D-glicano, o B-(1,6)-D-glicano e as glicoproteinas da parede celular. Como as células
humanas n&ao possuem parede celular, os componentes da parede celular dos fungos
representam alvos exclusivos para a terapia antifingica, e os agentes antifungicos
dirigidos contra esses alvos tendem a ser relativamente atéxicos. Desta forma, as
equinocandinas inauguram uma nova classe de farmacos antifungicos que perturbam
a sintese do polissacarideo da parede celular B-glucana por inibicdo ndo-competitiva
da 1,3 B-glucana sintase, perturbando a integridade da parede celular. A ruptura da
integridade da parede celular resulta em estresse osmatico, lise da célula fungica e,
por fim, morte do fungo. Os representantes desta classe sao lipopeptidios
semissintéticos derivados de produtos naturais, onde a caspofungina, micafungina e
a anidulafungina sao os principais integrantes (BROOKS et al., 2014; GOLAN et al.,
2009)
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A griseofulvina € um composto derivado do Penicillium griseofulvum que
apresenta como acgao a inibicado da mitose dos fungos via ligagdo a tubulina e a uma
proteina associada aos microtubulos, rompendo, assim, a organizagdo do fuso
mitotico. Além disso, o farmaco age inibindo a sintese de RNA e de DNA pelo fungo.
Esse antifungico acumula-se nas células precursoras de queratina e liga-se
firmemente a queratina nas células diferenciadas. Apds a administracdo oral, a
griseofulvina distribui-se pelo corpo e se acumula nos tecidos queratinizados. Essa
associagao prolongada e firme da griseofulvina com a queratina permite o novo
crescimento da pele, dos cabelos ou das unhas livres de infeccao por dermatofitos.
Na maioria das situacdes, a griseofulvina parece ser fungistatica (BROOKS et al.,
2014; GOLAN et al., 2009).

A flucitosina é um derivado fluorado da citosina. Apds seu transporte para o
interior da célula fungica pela citosina permease, ocorre sua conversao em 5-fluouracil
pela enzima citosina-desaminase. Esse composto € um analogo de nucleotideo, em
que sera incorporado ao RNAm no lugar do uracil durante o processo de transcricao,
inibindo a sintese proteica. Somando a esta acao, o farmaco ainda inibe a timidilato
sintase, cessando o processo de sintese de DNA (BROOKS et al., 2014; TRABULSI;
ALTERTHUM et al., 2015).

Além de seus usos na clinica, substancias com atividade antibiética também
tem amplo emprego na agricultura, em especial, os antibiéticos com atividade
fungicida, pois prejuizos econémicos devido a perdas de lavouras, de graos e frutas
armazenados, causados pela presenca de fungos, sao preocupantes (TAKAHASHI;
LUCAS, 2008).

2.3 Plantas Medicinais

A utilizacdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo
quanto a civilizagdo humana e, por um longo tempo, minerais, plantas e produtos
animais foram as principais fontes de drogas (BAJPAI et al., 2008; SCREMIN et al.,
2016). O documento médico mais antigo conhecido é sumeriano e data de mais de
2.000 a.C. Este documento menciona remédios a base de plantas utilizados no
tratamento de diversas doencas (MORAIS; BRAZ-FILHO, 2007).
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O interesse e os registros da utilizacdo de produtos naturais feitos pelo homem
remontam as sagradas escrituras € ao papiro de Ebers, espécie de farmacopeia
faradnica, escrita em torno em 1.550 a.C. descoberto e traduzido pela primeira vez
em 1890 por H. Joachim, no qual sdo enumeradas mais de 100 doencas e ja fazia
referéncia aos medicamentos de origem vegetal e mencionava cerca de 700
remédios, entre eles, o bulbo da cila, o éleo de ricino e a genciana (VILELA, 1977;
GURGEL et al., 2005). Os egipcios ja faziam uso medicinal dos vegetais, e algumas
das espécies que eles utilizavam continuam sendo empregadas até os dias de hoje,
tais como: Papaver somniferum (papoula), Scilla maritima (scila), Aloe vera (babosa)
e Ricinus communis (6leo de ricino ou 6leo de mamona) (LAVABRE, 1993; MOTSEI
et al., 2003; YAYLI et al., 2005; MAGWA et al., 2006; MORAIS; BRAZ-FILHO, 2007;
ABDELGALEIL et al., 2008).

A eficacia e o uso de plantas medicinais sao atribuidos as observagdes
populares que contribuem de forma relevante, para a divulgagdo das virtudes
terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que
produzem apesar de ndo terem seus constituintes quimicos muitas vezes conhecidos,
mas tornando validas informagdes terapéuticas que foram sendo acumuladas ao
longo dos anos (MACIEL et al.,, 2002). As suas aplicagdes antimicrobianas,
antissépticas e outras aplicagdes terapéuticas sao relatadas desde a pré-historia por
todas as civilizagdes, como o uso de extratos vegetais e de éleos essenciais (OEs) no
tratamento de infecgbes bacterianas (SAKKAS; PAPADOPOULQOU, 2016).

O interesse popular na utilizacdo de produtos naturais para fins terapéuticos
tem sido muito significativo nos ultimos tempos, principalmente nos paises em
desenvolvimento, devido ao dificil acesso da popula¢do aos medicamentos sintéticos.
Segundo a OMS, entre 60% e 80% da populagao mundial utiliza a medicina tradicional
ou a fitoterapia no tratamento de varias doengas (BAGATINI et al., 2007). Ainda
segundo a organizagao, 25% de todos os medicamentos utilizados sejam derivados
diretamente ou indiretamente de plantas medicinais, aumentando para 60% se
consideramos apenas a classe dos antimicrobianos e antitumorais (ROBINSON;
ZHANG, 2011).

As plantas medicinais sdo os Unicos recursos terapéuticos de grande parcela
da populacao brasileira e mais de 2/3 da populagédo do planeta. Varios fitoterapicos
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movimentam o mercado mundial, sendo que a balanca comercial brasileira ainda é
deficitaria neste aspecto. O Brasil exporta sete milhdes de reais em extratos vegetais
de alcaguz, aloés, bardana, catuaba, ipeca e quina entre outros e apesar da
biodiversidade da nossa flora, o pais ainda importa grande quantidade de cosméticos,
horménios e outras drogas produzidas a partir de fontes naturais (FERNANDES;
ANTUNES, 2000). Além disso, o Brasil compde o grupo dos quatro maiores
produtores mundiais de 6leos essenciais, acompanhado da india, China e Indonésia,
destacando-se pela producdo de dleos essenciais provenientes da prensagem de
pericarpos de frutos citricos, subprodutos da industria de sucos (BIZZO et al., 2009;
ANDRADE et al., 2012).

Os Oleos essenciais sao constituidos de substancias organicas volateis
presentes em varios Orgaos vegetais (folhas, cascas, raizes, frutos, e flores).
(SARTORATTO et al., 2004). Os principais géneros de plantas produtoras de OEs
estdo incluidos nas familias Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae,
Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae e Piperaceas (EL
ASBAHANI et al., 2015). Sao originados do metabolismo secundario das plantas e
possuem grande importancia como marcadores taxonémicos nos diferentes niveis de
hierarquia, incluindo na investigacdo de problemas taxondmicos, evolutivos e
intraespecificos (GONCALVES et al., 1999; TRIGO et al., 2003). Apresentam baixo
peso molecular, sdo volateis, lipofilicos e solluveis em solventes organicos, com
densidade geralmente inferior a da agua, odoriferos e liquidos a temperatura
ambiente, incolores ou ligeiramente amarelados. S&o sensiveis ao oxigénio, luz e
calor (SHERRY et al., 2013; DHIFI et al., 2016)

Os 0leos essenciais apresentam composicdo quimica muito variada sendo
constituido de 20 a 60 componentes em concentracdes variaveis, de baixo peso
molecular, sendo que dois ou trés destes componentes estdo em concentracoes
bastante elevadas (20-70%), sendo denominados de compostos majoritarios
(DELAMARE et al., 2007; BAKKALI et al., 2008). Essas moléculas orgéanicas volateis
de pesam no maximo 300 Daltons e, em geral, compreendem misturas de varias
classes de produtos naturais, principalmente terpendides (especificamente
monoterpenos-C10, e sesquiterpenos-C15, embora diterpenos-C20 possam também
estar presentes), derivados de acidos graxos, benzendides e compostos

nitrogenados; e cada uma delas pode conter os mais diversos grupos funcionais tais
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como: hidrocarbonetos alifaticos (lineares, ramificados, saturados ou insaturados),
acidos, éalcoois, cetonas, aldeidos, ésteres, lactonas, compostos contendo nitrogénio
e enxofre, dentre outros.(SIMOES et al., 2000, HENRIQUES et al., 2009).

Os 6leos volateis obtidos de diferentes 6rgaos de uma mesma planta podem
apresentar composi¢ao quimica, caracteres fisico-quimicos e odores bem distintos.
Assim como a composicao quimica de um 6leo volatil, extraido do mesmo 6rgao de
uma mesma espécie vegetal, pode variar significativamente, de acordo com a época
de coleta, condicdes climaticas e de solo. Portanto, o ambiente no qual o vegetal se
desenvolve e o tipo de cultivo também influem sobre sua composicdo quimica
(SIMOES et al., 2000).

Nas plantas, os Oéleos essenciais desempenham importantes funcdes
ecolégicas agindo como sinais quimicos para a comunicacao entre espécies, na
protecdo contra micro-organismos patogénicos, herbivoros, na atragcdo de animais
polinizadores e dispersores de sementes, promovendo assim a perpetuacao das
espécies e contribuem também com o odor de folhas, flores e frutos (TAIZ; ZEIGER,
2009; CHIN; VEPOORTE, 1999). Esses compostos tém despertado o interesse da
comunidade cientifica e muitas pesquisas de bioprospeccao de substancias ativas a
partir das plantas medicinas vem sendo realizadas, muitas das quais ja relatam as
suas atividades bioldgicas atribuidas aos OEs, como ag&o antimicrobiana,
antioxidante, larvicida, ansiolitica, antiparasitaria, analgésica, anti-inflamatoéria,
hipoglicemiante, antitumoral, entre outras (DHIFI et al., 2016; TONGNUANCHAN;
BENJAKUL, 2014).

Entre os constituintes quimicos dos 6leos essenciais, ocorre majoritariamente
os terpenos e os fenilpropandides, além de alcaloides e policetideos (DE SOUSA,
2011). A formacao dos compostos dos 6leos essenciais se da a partir da derivacéao
quimica de terpendides, originados a partir do acido mevalbnico, ou de
fenilpropandides, provindos do 4cido chiquimico (GUENTHER, 1977 e SIMOES et al.
2000). Os fenilpropandides sdo componentes aromaticos biossintetizados a partir da
tirosina e fenilalanina e ocorrem com menos frequéncia que os terpenos, sendo
representados principalmente pelo cinamaldeido e eugenol. Apesar se suas vias
biossintéticas serem distintas, ambas essas classes podem coexistir em um mesmo

espécie (SA et al., 2014). Embora os terpenos representem a maioria dos



36

componentes e ocorram com muito mais freqiéncia e abundancia, sempre que 0s
fenilpropandides estdo presentes fornecem um sabor e odor indispensaveis e
significativos ao dleo. Biogeneticamente, terpendides e fenilpropandides originam-se
de metabolismos precursores diferentes e sdo gerados por rotas biossintéticas
completamente distintas (SANGWAN et al. 2001).

2.4 Fenilpropandides: Conceito e Atividade Antimicrobiana

Os fenilpropandides s&o substancias naturais amplamente distribuidas nos
vegetais e constituidas por um anel aromatico unido a uma cadeia de trés carbonos e
derivadas biossinteticamente do acido chiquimico. Embora nao sejam constituintes
majoritarios comuns de 0leos essenciais de plantas, os 6leos essenciais de certas
espécies contém propor¢des abundantes ou significativas de tais compostos. Quando
ocorrem, sua natureza e suas propriedades alteram significativamente as
caracteristicas sensoriais do Oleo. Esses compostos desempenham funcdes
importantes na planta como realizar uma reproducdo satisfatéria do vegetal e em
resposta ao estresse vegetal como variacdo luminosa, tratamento mineral e como
forma de resisténcia a pragas. Entre os representantes desta classe, podemos citar o
eugenol, metil eugenol, cinamaldeido, safrol, vanilina, miristicina, elemicina, chavicol,
metil chavicol, dilapiol, anetol, estragol, apiol. (SANGWAN et al. 2001; DUDAREVA et
al., 2004; LA CAMERA et al., 2004; VOGT, 2010).

A diversidade estrutural dos fenilpropandides é derivada da variacdo dos
substituintes no anel de benzeno e na posicao da ligagdo dupla na cadeia lateral de
propenilo. Os alilfendis, o chavicol e o eugenol, e os seus respectivos isbmeros
posicionais de dupla ligacdo, isochavicol e isoeugenol, ndo sado particularmente
volateis (GANG et al., 2001). Em contraste, devido a metilacdo de todos os seus
grupos hidroxila, o estragole, anetol, metileugenol e o metilisoeugenol sdo mais
volateis e podem ser facilmente detectados, por exemplo, por microextracao em fase
solida (YAUK et al., 2015).

Esses compostos atrairam um interesse cientifico consideravel, pois sao
importantes constituintes do sabor de uma série de especiarias, como por exemplo,
craco-da-india (Eugenia caryophyllata) e anis estrelado (/llicium verum) e ervas
aromaticas, como manjericdo doce (Ocimum basilicum) e erva-doce (Foeniculum

vulgare). O eugenol é o constituinte principal (70-90%) do 6leo essencial de cravo e
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da-lhe o seu aroma distintivo pontudo (JIROVETZ et al., 2006). O anis estrelado
contém altas propor¢cdes de (E)-anetol (50-80%) e tem um forte sabor de anis, com
um sabor de alcaguz (HOWES; KITE; SIMMONDS, 2009). No manjericao doce,
existem quimiotipos que acumulam apenas estragole, apenas eugenol, ou estragole
e metileugenol em quantidades similares e alguns ainda que acumulam quase
nenhum fenilpropandide (LEWINSOHN et al., 2000; GANG et al., 2001). Ja a erva-
doce contém principalmente estragol e (E)-anetol e tem um sabor suave, doce e anis
(GROSS et al., 2009). A acumulacao de altos niveis de chavicol é relativamente rara.
Alguns dleos, como o de Pimenta racemosa, contém altos niveis de chavicol e eugenol
e possuem notas de canela, cravo e noz-moscada (TUCKER et al., 1991). Os
fenilpropenos também sdo componentes-chave de sabor de alimentos processados,
incluindo alcacuz, chas, salsichas e bebidas aromatizadas com cola (SIANO et al.,
2003; ELLER; RYCHLIK, 2006; WAGNER; SCHIEBERLE; GRANVOGL, 2017).

Os compostos fendlicos também foram reconhecidos como componentes
bioativos dos 6leos essenciais (TABASSUM; VIDYASAGAR, 2013). A atividade
antimicrobiana dos fenilpropandides depende das cepas microbianas selecionadas,
do tipo e numero de substituintes no anel aromatico, e parametros experimentais
como temperatura e meio escolhidos para o crescimento, etc (PAULI; KUBECZKA,
2010). Varios estudos publicados demonstram a atividade antimicrobiana desses

compostos naturais, seja de forma isolada ou compondo extrato ou 6leos essenciais.

O eugenol, ou 4-alil-2-metoxifenol, apresenta formula quimica C10H1202 (Figura
3), sendo encontrado, pricinpalmente, no éleos essenciais de cravo-da-india, canfora,
acafréo, tomilho, canela e noz-moscada. E um liquido viscoso amarelo, hidrofébico e
com um odor pronunciado de cravo, em temperatura ambiente. Tem sido aplicado de
forma ampla na como anestésicos, analgésicos, agente anti-inflamatérios e
antibacterianos (CHAIEB et al., 2007; XING et al., 2012; KONG et al., 2014; Raja et
al., 2015). Esse efeito antimicrobiano é comprovado por pesquisas que comprovaram
sua acao antifungica (AHMAD et al., 2010), antibacteriana (DEVI et al., 2010),
antiparasitaria (UEDA-NAKAMURA et al. 2011), antiviral (TRAGOOLPUA;
JATISATIENR, 2007) e contra fitopatégenos (VENTUROSO et al., 2011). Além disso,
o Food and Drug Administration (FDA) reportou o eugenol como substancia segura e
considerada nao carcinogénica e nao mutagénica (KONG et al., 2014). Derivados do

eugenol como acetileugenol, isoeugenol, e metileugenol possuem atividade
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atinfungica contra os fungos causadores de podriddo branca da madeira (Lenzites
betulina) e fungos da podriddo marrom da madeira (Laetiporus sulphureus) (SEN-
SUNG et al., 2008). O isoeugenol também apresenta atividade antimicrobiana, com
acao sobre Fusarium oxysporum, F. verticillioides, Penicillium brevicompactum, P.
expansum, Aspergillus flavus, A. fumigatus (ZABKA; PAVELA, 2013).

Figura 3. Estrutura molecular do eugenol (A) e isoeugenol (B).
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Fonte: The Merck Index, 2013.

O trans-cinamaldeido, também chamado de cinamaldeido, (E)-cinamaldeido,
aldeido cinamico ou trans-3—fenil-2-propenal, € um fenilpropandide, com formula
molecular C9oHsO, formado biologicamente a partir da reducédo do &cido cinamico,
encontrado no éleo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) em diferentes
concentragdes (Figura 4). Na casca, essa substancia encontra-se majoritariamente,
variando entre 65 a 85%, e nas folhas, em menor concentragéo, entre 1 a 5%. Esse
composto organico € responsavel pelo sabor e odor da canela, presente
principalmente em suas cascas (JAYAPRAKASHA; RAO, 2011). O 6leo essencial da
canela demonstrou atividade contra diversas espécies de bactérias e fungos, entre
eles, Escherichia coli, Klebisiella sp., Enterococcus sp, Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Aspergillus flavus e A. parasiticus, entre outros (NAVABI et al, 2015). Outros estudos
relataram que o fitoconstituinte, isoladamente, apresenta atividade bactericida frente

a Helicobacter pylori em concentracdes de 2 e 4 ug/mL, ndo sendo observado o
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desenvolvimento de resisténcia ao composto testado, e também efeito inibitdrio sobre
Mycobacterium tuberculosis com concentracao inibitéria de 166,66 + 22,82 ug/mL (ALI
et al.,, 2005; MOTA, 2014). Estudos investigaram o mecanismo de acao deste
composto e verificaram que o fitoconstituinte age na inibicdo de bactérias, fungos
filamentosos e leveduras por interferir na ATPase mitocondrial tipo-F e age na
membrana do micro-organismo promovendo a redug¢ao da concentracao intracelular
de ATP (SHREAZ et al., 2011; KHAN et al., 2012).

Figura 4. Estrutura molecular do cinamaldeido.
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Fonte: The Merck Index, 2013.

O estragol, também denominado de metilchavicol, € um fenilpropandide com
formula molecular C10H120 e que confere aroma de “anis” a algumas espécies
vegetais (Figura 5). Este fitoconstituinte é relativamente nao téxico, volatil, presente
no 6leo essencial de inUmeras plantas utilizadas na aromaterapia e na medicina
popular, tais como manjericdo-de-folha-larga ou basil (Ocimum basilicum), tarragon
(Artemisia dracunculus), canela de cunha (Croton zehntneri) e ravensara (Ravensara
anisata) (CRAVEIRO et al., 1981; FRANCHOME; PENOEL, 1995). Esta substancia é
responsavel por varias atividades biolégicas, incluindo, nematicida e inseticida (DAVID
et al., 2006). Além disso, este fitoconstituinte mostrou-se capaz inibir 0 crescimento
de cepas bacterianas de Bacillus subtilis, B. megaterium, Staphylococcus aureus,
Shigella sonnei e Salmonella paratyphi, e também dos fungos Blastomyces
dermatitidis, Candida albicans, Pityrosporum ovale e Cryptococcus neoformans
(ANDRADE et al., 2015).
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Figura 5. Estrutura molecular do estragol.
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Fonte: The Merck Index, 2013.

Safrol ou 4-alil-1,2-metilenodioxibenzeno é um fenilpropanéide com formula
molecular CioH1002 (Figura 6). E um liquido levemente amarelado de odor
caracteristico, insoluvel em agua e soluvel em compostos organicos, tais como etanol,
cloroformio e éter etilico. Ocorre naturalmente em plantas das familias:
Aristolochiceae, Lauraceae e Piperaceae (COSTA, 2000; PESCADOR et al., 2000). E
encontrado em grande quantidade no 6éleo essencial de pimenta-longa (Piper
hispidinervium), espécie vegetal muito difundida na regido amazdnica do Brasil. Esta
substancia é volatil e possui grande importancia na industria farmacéutica e cosmética
(PESCADOR et al., 2000; BRAGA; CREMASCO, 2016). Estudos que avaliaram a
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais que continham esse composto como
majoritario apresentaram efeito inibitério frente a fungos, bactérias, insetos e ameba
(GUPTA et al., 1985; PINO et al., 1998; SILVA; BASTOS et al., 2007; DUARTE et al.,
2007; LIMA et al., 2009; ZACARONI et al., 2009; MONZOTE et al., 2010; DOGNINI et

al., 2012; SAUTER et al., 2012).

Figura 6. Estrutura molecular do safrol.
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Fonte: The Merck Index, 2013.
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O anetol € um composto aromatico encontrado como componente majoritario
nos Oleos essenciais de anis (Pimpinella anisum), anis-estrelado (/llicium verum) e
erva-doce (Foeniculum vulgare). Apresenta a forma de cristais branco, em
temperatura ambiente, miscivel em éter e cloroférmio e praticmanete insoluvel em
agua. Apresenta formula quimica (C10H120), Figura 7, e é encontrado na natureza
como os isbmeros cis-anetol e trans-anetol (AZAMBUJA, 2009). O éleo essencial da
semente de Foeniculum vulgare, que apresenta o anetol majoritariamente, inibiu o
crescimento de importantes bactérias patogénicas de plantas pertencente aos
géneros Pseudomonas, Erwinia, Xantomonas, Agrobacterium, Clavibacter,
Curtobacterium e Rhodococcus (CANTORE et al., 2004). Além do mais, na literatura
sdo encontradas pesquisas que constatam a atividade antimicrobiana do
fenilpropandide frente a diversos micro-organismos causadores de infeccdo no
homem, entre eles: Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Proteus vulgaris,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Bacillus subtilis e Propionibacterium acnes
(KUBO et al., 2008; TINOCO; MARTINS; CRUZ-MORAIS, 2007; ESFANDYARI-
MANESH et al., 2013).

Figura 7 - Estrutura molecular do anetol.
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Fonte: The Merck Index, 2013.

Estes estudos demonstram que os fenilpropanpoides apresentam atividade
contra diversos micro-organismos, o que os tornam uma fonte de compostos viaveis
a pesquisa de novos antimicrobianos. Desta forma, este estudo investigou a atividade
antifangica do fenilpropanoide isoeugenol contra cepas de P. citrinum, bem como os

efeitos toxicoldgicos, in vitro e in silico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a atividade antifungica do isoeugenol frente a cepas de Penicillium
citrinum e os possiveis efeitos tdéxicos do fitoconstituinte em células eucarioticas in

silico, in vitro e in vivo.

3.2 Especificos:

% Realizar uma triagem antifungica dos fitoconstituintes frente a Penicillium

citrinum.

% Avaliar o espectro de atividades bioldgicas e risco toxico do isoeugenol por

meio da analise in silico;

% Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracado

Fungicida Minima (CFM) do isoeugenol;
% Investigar a acao do isoeugenol na parede celular fungica;
% Verificar o efeito do fitoconstituinte na membrana plasmatica do P. citrinum,
% Avaliar o resultado da associacao do isoeugenol com o antifingico voriconazol;

% Avaliar o potencial citotoxico do isoeugenol frente a eritrécitos humanos.



MATERIAL
E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

Os testes de atividade antifungica foi realizada no Laboratério de Micologia do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude
(CCS), Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Os ensaios de citotoxicidade foram
realizados no Laboratério de Ensaios Toxicolédgicos || (LABETOX-II / IPeFarM/ UFPB).

4.2 Substancia teste e Drogas antifungicas

O isoeugenol, carvacrol, (+)-a-pineno, R-citronelal, S-citronelal, 7-hidroxi-
citronelal, voriconazol e anfotericina B foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (S&o
Paulo, SP, Brasil). As solugcbes foram preparadas no momento de execucao dos
testes, dissolvendo-os primeiramente em dimetilsulféxido (DMSO) e Tween 80
(Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, SP, Brasil), em uma propocado de até 10% e 2%
respectivamente, para uma quantidade suficiente para (qg.s.p.) produzir 5 ml das
diluicbes empregadas nos ensaios.

4.3 Meios de Cultura

Para avaliagdo da atividade antifungica foram utilizados os meios de cultura
RPMI-1640-L-glutamina (sem bicarbonato de sédio) (Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, SP,
Brasil) e Agar Sabouraud Dextrose (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA). Os meio de
cultura foram preparados de acordo com as instru¢cdes do fabricante e esterilizados
por autoclavacédo a 121 °C, 1 atm durante 15 minutos.

4.4 Micro-organismos

Foram utilizadas 10 cepas de Penicillium citrinum de origem clinica e a cepa
padrao INCQS 40011 (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude) usada
como referéncia foi oriunda da Micoteca do Laboratério de Micologia / Departamento
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de Ciéncias Farmacéuticas / CCS / UFPB. As cepas de origem clinica foram isoladas
do meio ambiente (LM-03, LM-04 e LM-157), unha (LM-02, LM-145 e LM-278), ouvido
(LM-08 e LM-155) e pele (LM-30, LM-161 e LM-171), e fazem parte da Colecdo do
Laboratério de Microbiologia / Departamento de Ciéncias Farmacéuticas / CCS /
UFPB. As cepas foram mantidas em &agar Sabouraud dextrose (ASD) a uma
temperatura de 4 °C até o momento de preparar o indculo para os testes.

4.5 Inéculo Fungico

Para o preparo do inéculo, as linhagens fungicas foram inoculadas em caldo
Sabouraud dextrose (CSD) e incubadas em temperatura de 28-30 °C por 5-7 dias.
Apos esse periodo, uma aliquota foi semeada em Agar Sabouraud Dextrose e apds o
periodo de incubacgéo, foi realizada uma suspenséao fungica e ajustada escala 0,5 de
Mc Farland, que corresponde a aproximadamente 1-5 x 108 UFC/mL (CLEELAND,
SQUIRES, 1991; HADACEK, GREGER, 2000; CLSI, 2008).

4.6 Eritrocitos Humanos

Os eritrocitos humanos tipo A e tipo B, todos Rh +, foram obtidos de sangue
com prazo para uso em transfusdes sanguineas vencido (sangue a ser descartado),
coletado pela Unidade Transfusional do Hospital Universitario Lauro
Wanderley/UFPB. A manipulagéo e o descarte do sangue foi realizado de acordo com
as Normas de Seguranca seguidas pela referida Unidade. Os procedimentos
experimentais foram submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa - CCS/UFPB e esta
em processo de avaliagao pelo 6rgao.

4.7 Triagem Antifungica e Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima
(CIM) e da Concentracao Fungicida Minima (CFM)

A determinacao da Concentracao Inibitéria Minima e Concentracao Fungicida
Minima do isoeugenol e voriconazol, realizou-se a técnica de microdiluicdo em caldo
(CLEELAND, SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998; HADACEK, GREGER, 2000; CLSI,
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2008). Foram utilizadas placas de 96 orificios estéreis e com tampa. Em cada orificio
da placa, foi adicionado 100 pL de RPMI-1640 duplamente concentrado. Em seguida,
100 pL da solugao dos produtos duplamente concentrados foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa. Para a triagem antifungica dos produtos, foi
utilizada uma concentracao de 1.024 ug/mL para os fitoconstituintes. O fitoconstituinte
que apresentou melhor resultado frente aos micro-organismos testados e seguiu 0s
experimentos. O fitoconstituinte escolhido, foi testado nas concentragées de 0,5 até
1024 pg/mL, sendo obtidas por diluigdo seriada a razdo de dois, de modo que na
primeira linha da placa se encontra a maior concentracdo e na ultima, a menor
concentracao. Por fim, foi adicionado 10 uL do in6culo fungico de cada isolado nas

cavidades, onde cada cepa ficou disposta em uma coluna da placa.

Concomitantemente, foi realizado controle de viabilidade das cepas ensaiadas
(100 pL de RPMI-1640 duplamente concentrado e 10 uL do in6culo de cada cepa). E
para verificar a interferéncia ou nao dos agentes emulsificantes, empregados na
diluicdo do fitoconstituinte, nos resultados, foi feito um controle no qual foi colocado
nas cavidades 100 uL do RPMI-1640, DMSO (5%), Tween 80 (2%) e 10 uL da
suspensao. Um controle de esterilidade do meio também foi realizado, onde foi
colocado apenas 100 uL do RPMI-1640 em cavidades sem a suspenséo fungica.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 28 — 30°C por 5-7
dias para a realizagéo da leitura. Posteriormente, foi realizada a leitura dos resultados
observando a mudanga do meio RPMI. A CIM foi definida como a menor concentragcédo
capaz de inibir o crescimento fangico visualmente verificado pela manutencao da
coloragao original do meio (rosa). Os ensaios foram realizados em ftriplicata. E a
classificacdo da CIM foi realizada de acordo com Sartoratto et al. (2004), onde
substancias que apresentem CIM até 500 ug/mL s&o considerados com forte poder
antimicrobiano; uma CIM entre 600 e 1500 ug/mL —moderado poder antimicrobiano,
e uma CIM acima de 1500 pug/mL - fraco poder antimicrobiano.

Para avaliacdo da CFM, aliquotas de 20 uL do sobrenadante das cavidades
onde foi observada completa inibigdo do crescimento fungico foram transferidas para
placas de agar Sabouraud dextrose. As placas foram incubadas a 28 — 30°C por 5 —
7 dias. A CFM foi considerada como a menor concentracdo em que o crescimento foi
inferior a 3 coldnias (aproximadamente 99 a 99,5 % de atividade de morte). Os ensaios
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foram realizados em triplicata e a média aritimética foi calculada (NCUBE;
AFOLAYAN; OKOH, 2008).

4.8 Ensaio com sorbitol

O ensaio com sorbitol foi utilizado para verificar se o isoeugenol apresenta acao
antifngica por atuar na parede celular fungica. Esse composto um protetor osmético

usado para estabilizar os protoplastos de fungos.

Para este experimento foram selecionadas aleatoriamente as cepas P. citrinum
INCQS 40011, LM-03, LM-161, LM-171, e determinada a CIM das substancias para
estes exemplares, na presencga do sorbitol, de acordo com o protocolo descrito no item
4.8. Neste caso, foi utilizado meio de cultura previamente adicionado de sorbitol (PM
= 182,17) a 0,8 M. Os valores de CIM dos produtos foram entdo comparados na
auséncia e presenca de sorbitol. Os ensaios foram realizados em triplicata
(ESCALANTE et al., 2008; FROST et al., 1995).

4.9 Ensaio com ergosterol

Para determinar se o isoeugenol interage com o ergosterol, sua CIM foi
determinada para as cepas P. citrinum INCQS 40011, LM-03, LM-161, LM-171, na
presenga do ergosterol exdégeno pelo método de microdiluicdo, de acordo com o
protocolo descrito no item 4.8. Para isso, foi utilizado meio de cultura previamente
adicionado de 400 pug/mL de ergosterol. Os valores de CIM dos produtos foram entao
comparados na auséncia e presencga de ergosterol exdgeno.

Para controle do método, foi realizado o mesmo procedimento com a
anfotericina B, cujo mecanismo de agdo envolve a interagdo com ergosterol da
membrana. Os ensaios foram realizados em triplicata (ESCALANTE et al., 2008).

4.10 Estudo de associacao do fitoconstituinte com o voriconazol
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As combinagbes do isoeugenol com o voriconazol foram testadas frente as
cepas P. citrinum INCQS 40011, LM-03, LM-161, LM-171, utilizando a técnica de
microdiluicdo checkerboard (WHITE et al., 1996).

Primeiramente, 100 pyL de caldo foram adicionados nos pogos da placa de
microdiluigdo. Em seguida, foi adicionado o fitoconstituinte no sentido vertical e o
voriconazol no sentido horizontal da placa. Cada produto foi testado em diferentes
concentragdes (CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIMz2, CIM+4 e CIM=8). Por fim, foi
adicionado 10 L da suspenséo fungica. As placas foram incubadas a 28-30 °C por 5-
7 dias.

Para avaliar a interacdo de cada associacao, foi calculado o ICIF (indice da
Concentracdo Inibitéria Fracionada) através da soma do CIFA + CIFB, onde A
representa o isoeugenol e B o voriconazol. O CIFA, por sua vez, é obtido através da
relacdo CIMa combinado/CIMa isolado, enquanto que o CIFs é calculado através da
relacdo CIMs combinado/CIMs isolado. De acordo com o valor obtido em cada relagéo,
foi utilizado a classificagdo segundo Lewis et al. (2002): sinergismo (ICIF <0,5),
aditividade (0,5< ICIF <1), indiferenca (1< ICIF <4) ou antagonismo (ICIF 24,0).

4.11 Ensaios in silico
4.11.1 PASS on-line

O “Prediction of Activity Spectra for Substances” - PASS on-line é um software
projetado para avaliar o potencial biolégico geral de uma molécula orgéanica sobre o
organismo humano, de acordo com seu arranjo estrutural. As probabilidades
fornecidas pelo programa sédo geradas via consulta a um banco de dados

(www.way2drug.com/passonline) constituido de outras moléculas organicas com

atividade biolégica definida, fornecendo assim previsdes simultdneas de atividades
bioldgicas baseando-se apenas na estrutura quimica do composto organico (CHAND,
2011; KHURANA et al., 2011).

O espectro de atividades biolégicas de um composto quimico é o conjunto de
diferentes tipos de atividades bioldgicas, que refletem os resultados de interacéo do
composto com varias entidades bioldgicas. Desta forma, o PASS on-line proporciona
varios alvos provaveis da acdo biolégica de um composto, obtendo os indices Pa


http://www.way2drug.com/passonline
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(probabilidade " de ser ativo") e Pi (probabilidade "de ser inativo") estimando a
categorizacdo de um composto potencial em ser pertencente a subclasse de

compostos ativos ou inativos, respectivamente (SRINIVAS et al., 2014).

4.11.2 Molinspiration

O software Molinspiration Molecule Viewer (www.molinspiration.com) permite a

percepcao das moléculas empregando estatisticas Bayesianas sofisticadas, que
combinam as estruturas e as propriedades do composto representativo ativo no alvo
especifico com as estruturas de moléculas inativas, para reconhecer caracteristicas
da subestrutura tipicas das moléculas ativas. Este programa é capaz de avaliar a
molécula fornecendo diversos parametros, entre estes a capacidade de predizer em
probabilidade do composto em atuar sobre determinados alvos farmacolégicos (ERTL;
ROHDE; SELZER, 2000; GUPTA; ANIYERY; PATHAK, 2017).

Além disso, o software € capaz de informar parédmetros fisico-quimicos
importantes na predicdo da biodisponibilidade oral teérica da droga em estudo. Estes
parametros sdo: area de superficie polar total (TPSA), coeficiente de particao
(agua/odleo) - cLogP, peso molecular, numero de aceptores de hidrogénio - nALH,
nuamero de doadores de hidrogénio—nDLH (URSU; OPREA, 2010; URSU et al., 2011).

Para verificar se 0 composto pode ser planejado para ser administrado via oral,
foi realizado uma analise baseada na “Regra dos cinco”, conforme descrito por Lipinski
(2004). Nesta regra, caso a molécula apresente scores de pelo menos 3 parametros
atendendo o exigido (TPSA < 140 A?; cLogP < 5; peso molecular < 500 daltons; nALH
< 10; nDLH < 5), a molécula possivelmente apresentara, teoricamente, uma boa

biodisponibilidade oral.

4.11.3 Osiris

Para verificar a toxicidade e parametros farmacocinéticos teédricos do
isoeugenol, o composto foi submetido ao estudo in silico dos parametros ADMET
(absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade) usando o0 programa
Osiris. Esta ferramenta on-line (www.organic-chemistry.org/prog/peo/drugScore.html)



http://www.molinspiration.com/
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€ capaz de predizer a toxicidade da substancia por meio da comparacao de sua
estrutura quimica com fragmentos moleculares, cuja toxicidade definida encontra-se
num banco de dados. Os resultados da toxicidade sdo expressos em efeito
mutagénico, tumorigénicos, irritabilidade e efeitos sobre o sistema reprodutor (URSU;
OPREA, 2010; URSU et al., 2011).

Apés analise, o software forneceu o potencial de semelhangca com outros
farmacos (druglikeness) e o potencial como candidato a farmaco (drug-score), que
estao relacionados a descritores topoldgicos, e outras propriedades como cLogP e
massa molecular, além da andlise tedrica dos efeitos mutagénico, tumorigénico,
irritante e sobre a reproducgéo. Os resultados obtidos foram entéo classificados a partir
de uma escala de 1 a 3, onde: 1 significa toxicidade ausente, 2 toxicidade moderada
e 3 toxicidade severa.

4.12 Avaliacao citotdéxica do isoeugenol em eritrocitos humanos

Para avaliacao citotoxica do fitoconstituinte sobre eritrécitos humanos, foi
utilizado o teste de hemodlise. Para isto, uma amostra de sangue (2 mL) tipo A e B
foram misturados com NaCl 0,96 %, na proporcao de 1:30, e centrifugada a 2000 rpm
durante 5 minutos para obtencgéo dos eritrécitos. Este procedimento foi repetido mais
duas vezes e o0 sedimento da ultima centrifugacao ressuspenso em uma concentracao
final de 0,5 % de eritrocitos. O fitoconstituinte foi adicionado nas concentracdes de
500, 250, 100, 50 e 10 pyg/mL em tubos contendo 2 mL da suspensao de eritrocitos.
Como controle negativo foi utilizado uma suspensao de eritrécitos com NaCl 0,96 %
(0 % de hemolise) e o controle positivo, com uma suspensao de eritrécitos acrescida
de 100 uL de Triton X-100 1% (100 % de hemdlise). Em seguida, as amostras foram
incubadas sob agitacao lenta e constante (100 rpm) por 1h a 22 £ 2 °C. Decorrido este
tempo, foram centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos e a hemdlise quantificada
por espectrofotometria a 540 nm (RANGEL et al., 1997). Todos os experimentos foram
realizados em triplicata e os resultados expressos em porcentagem.

4.13 Analise Estatistica
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Os experimentos para avaliar a citotoxicidade do isoeugenol foram realizados
em triplicata e expressos como a média + erro padrao da média (e.p.m). As diferencas
entre os grupos foram avaliadas pelo teste t pareado. As diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.



RESULTADOS
E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Triagem Antifungica e Determinacdao da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) e da Concentracao Fungicida Minima (CFM)

A triagem antifungica dos compostos foi realizada utilizando uma concentragéao
padréao de 1.024 ug/mL de cada fitoconstituinte sobre as cepas de P. citrinum, por
meio da técnica de microdiluicdo. Apds o tempo de incubacao, foi possivel verificar a
eficacia ou ndo dos compostos, como pode ser visualizado na Tabela 1.

Tabela 1 — Triagem da atividade antifungica dos fitoconstituintes na concentracao de
1024 ug/mL frente a cepas de Penicillium citrinum.

Fitoconstituintes (1.024 ug/mL)

Cepas
R- S- 7-hidroxi- (+)-
Carvacrol . . : : Isoeugenol
citronelal  citronelal citronelal a-pineno
INCQS
- + + - - -
40011
LM-02 - + + + - -
LM-03 - + + + - -
LM-04 - + + + - -
LM-08 - + + + - -
LM-30 - + + + + -
LM-145 - + + + + .
LM-171 + + + + - -

(-):inibigao de crescimento fungico. (+): presenca de crescimento fungico.

Pode-se observar que os enantibmeros R e S-citronelal ndo foram capazes de
inibir o crescimento dos micro-organismos testados na concentrada utilizada (1.024
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ug/mL), e o 7-hidréxi-citronelal teve acdo apenas na cepa padrao INCQS 40011.
Entretanto, o (+)-a-pineno, carvacrol e o isoeugenol foram os fitoconstituintes com
melhor espectro de acdo dentre os compostos testados, sendo capaz de inibir o
crescimento de 6, 7 e 8 cepas, respectivamente.

Apés a incubacéo, os controles do meio de cultura permaneceu estéril durante
o tempo em que ficou incubado e em todos os pocos contendo o caldo RPMI e os
inoculos fungicos foi possivel visualizar crescimento microbiano, 0 que comprova que
as cepas utilizadas estavam viaveis para o experimento e que os solventes, DMSO e
Tween 80, empregados para solubilizar os fitoconstituintes nao interferiram no
crescimento das cepas nas concentragdes utilizadas no teste.

No resultado obtido apdés a realizacdo da triagem antifungica dos
fitoconstituinte, pode-se verificar que o isoeugenol foi o Unico fitoconstituinte que
apresentou efeito inibitério em todas as cepas fungicas na concentracdo padrao,
sendo, desta forma, a substancia escolhida para a realizacao dos testes de avaliacao
da atividade antifungica, investigacdo do mecanismo de acao e demais atividades
bioldgicas, uma vez que foi capaz de inibir o crescimento de 100% das amostras de
P. citrinum.

O método aceito como referéncia para avaliacéo in vitro de compostos com
potencial antifungico € a diluicdo em caldo, preconizado pelo CLSI nos documentos
M27-A2, M27-A3 e M27-S4 para leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus e o
documento M38-A2, para fungos filamentosos, como o caso do P. citrinum. Os
relatérios de testes de susceptibilidade in vitro geralmente incluem tanto a
Concentragéao Inibitéria Minima como a Concentragao Fungicida Minima (letal) (CFM).
Desta forma, foram determinadas a CIM e CFM do isoeugenol individualmente para
as cepas de P. citrinum, padréo e clinicas, e os resultados foram agrupados na Tabela
2.

A CIM do isoeugenol variou entre 256 e 32 ug/mL, sendo o maior valor da CIM
para a cepa LM-21 e o menor valor para as cepas LM-02, LM-03, LM-08, LM-155, LM-
157 e LM-161.

Existem varios métodos para verificar a atividade antimicrobiana de compostos.
O método da microdiluicao desenvolvido por Eloff (1998) foi escolhido nesta pesquisa
por necessitar de uma pequena quantidade da substancia teste, por deixar um registro

permanente, por ser barato, por apresentar uma sensibilidade trinta vezes maior que
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outros métodos na literatura, por ter a possibilidade de uso em um grande niumero de
amostras e por ser reprodutivel (OSTROSKY et al., 2008).

Tabela 2 - Valores da CIM e CFM para o isoeugenol e voriconazol frente as cepas de
P. citrinum.

Isoeugenol Voriconazol
Cepas (ug/mL) (ug/mL) *C1 **C2
CIM CFM CIM CFM
INCQS 40011 64 64 256 + + -
LM-02 32 64 64 128 + -
LM-03 32 64 0,5 2 + -
LM-04 256 512 + + + -
LM-08 32 64 0,5 + + -
LM-30 128 256 8 16 + -
LM-145 64 128 32 32 + -
LM-155 32 64 64 64 + -
LM-157 32 64 1 4 + -
LM-161 32 64 2 8 + -
LM-171 64 64 2 8 + -
LM-278 64 128 256 + + -

*C1 — Controle de crescimento microbiano: pogos contendo caldo RPMI-1640, DMSO (5%),
Tween 80 (2%) e o inbculo de cada cepa, na auséncia do fitoconstituinte ou antifungicos. **C2
— Controle de esterilidade do meio de cultura: pogos contendo caldo RPMI-1640, DMSO (5%),
Tween 80 (2%), na auséncia do fitoconstituinte ou antifungicos. (-):inibicdo de crescimento
fungico. (+): presenga de crescimento fungico. CIM: Concentracado Inibitéria Minima. CFM:
Concentracao Fungicida Minima



57

A triagem para avaliagéo da atividade antifungica dos fitoconstituintes frente a
cepas padrao e clinicas de Penicillium citrinum foi realizada com o objetivo de verificar
quais substancias apresentavam eficacia contra a cepa fangica. As substancias (+)-
a-pineno, carvacrol, R-citronelal, S-citronelal, 7-hidréxi-citronelal e isoeugenol foram
escolhidas devido a relatos na literatura indicarem que esses compostos possuem
acao antimicrobiana contra outros micro-organismos (NOSTRO; PAPALIA, et al.,
2012; SILVA et al., 2012; MEDEIROS, 2016; NIELSEN et al., 2017). Apos a triagem
microbioldgica, o fitoconstituinte, que apresentasse melhor eficacia contra as cepas
fungicas testadas, seria escolhido para dar continuidade a investigacdo de suas
atividades bioldgicas.

Pizzolitto et al. (2015) também realizaram uma triagem antifingica dos
fitoconstituintes timol, carvacrol, eugenol, isoeugenol, creosol, m-Creosol, p-Creosol,
o-Cresol e fenol, frente a cepas de Aspergillus parasiticus. Neste estudo, constataram
que o isoeugenol apresentou uma CIM no valor de 206 pg/mL, valor este sendo menor
que os encontrados nos demais compostos testados, mostrando sua poténcia frente
ao micro-organismo, incluindo o carvacrol. Este resultado corrobora com os valores
da CIM obtidos neste estudo, uma vez que o maior valor da CIM para Penicillium
citrinum foi de 256 pg/mL.

Em uma pesquisa desenvolvida por Peixoto et al. (2017), foi investigada a agéo
do 6leo essencial de Laurus nobilis Linnaeus, conhecido popularmente como louro,
contra espécies de Candida. Em seus resultados, encontraram o valor de CIM de 500
Mg/mL, para os micro-organismo testados. Uma vez que o referido 6leo essencial
possui como composto majoritario o isoeugenol, correspondendo a 53,5% de sua
composi¢ao, pode-se considerar, levando em conta a devida proporgéo, que o valor
expresso tem semelhanga com o valor da CIM do isoeugenol encontrado neste
estudo.

Zabka e Pavela (2013) avaliaram a eficacia de fendis individuais, 13 compostos,
e seus acidos, 8 substancias, totalizando 21 fitoconstituintes contra um grupo de seis
importantes fungos toxinogénicos e patogénicos dos géneros Fusarium, Penicillium e
Aspergillus. Entre as substancias testadas inclui o isoeugenol. Este composto
apresentou uma CIM variando entre 236 — 301 pg/mL para o género Aspergillus, 351

— 609 ug/mL para o género Fusarium e 482 — 489 ug/mL para as espécies do género



58

Penicillium. Este ultimo valor difere do encontrado neste estudo, uma vez que as
espécies testadas foram diferentes, possuindo, consequentemente, um perfil de
sensibilidade distinto. Apesar disso, o isoeugenol mostra-se versatil, pois apresenta

acao inibitéria contra fungos de diferentes géneros.

Em um outro estudo realizado por Vazquez e colaboradores (2001), foi avaliado
o efeito inibitério do eugenol e timol em cepas de P. citrinum NRRL 2274 e 2269.
Placas contendo agar extrato de levedura em diferentes concentragdes dos
fitoconstituintes foram inoculadas com P. citrinum e, apés o tempo de incubacéo,
foram medidos os diametros das UFC’s formadas. Verificaram que o eugenol na
concentragao de 200 pug/mL foi capaz de inibir completamente o crescimento do micro-
organismo, enquanto o timol, na mesma concentragdo, ndo apresentou 0 mesmo
resultado. Apesar dos autores terem utilizado uma metodologia diferente e o eugenol,
isdbmero do isoeugenol, o resultado obtido foi semelhante ao encontrado nesta

pesquisa, uma vez que a CIM foi de 256 ug/mL.

O valor da CIM encontrada para o isoeugenol frente as cepas de P. citrinum,
neste estudo, foi de 256 ug/mL. Segundo Sartoratto et al. (2004), diante deste
resultado, a substancia pode ser classificada como um forte inibidor antimicrobiano.

Para complementar a determinacao da CIM, foram obtidos também os valores
da CIMso e a CIMgo para o isoeugenol, como pode ser observado na Tabela 3. Essas
concentragdes sao definidas como as concentragdes inibitérias minimas capazes de

inibir o crescimento de 50% e 90% das cepas fungicas testadas, respectivamente.

Tabela 3 — Valores de CIMso e CIMgo do isoeugenol e voriconazol para as cepas
clinicas e padrao de P. citrinum.

Isoeugenol (ug/mL) Voriconazol (pg/mL)
Cepas
CIMsg ClIMgo ClIMso ClIMgo
Penicillium citrinum 64 128 4 >1024

CIMso: Concentracao Inibitéria Minima capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras
fungicas testadas. CIMgo: Concentracao Inibitéria Minima capaz de inibir o crescimento de
90% das amostras fungicas testadas.
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Nesta trabalho, o valor para o isoeugenol da CIMso foi de 64 pg/mL e da ClIMgo
foi de 128 ug/mL, ou seja, valores muito préximos. Outro estudo também calculou a
CIMsp do isoeugenol, mas para diferentes espécies do género Penicillium. Segundo
os dados obtidos por Zabka e Pavela (2013), a CIMso para as espécies de P.

brevicompactum e P. expansum foram 86 e 71 yg/mL, respectivamente.

Xie et al. (2017) avaliaram a relagcado estrutura-atividade de derivados do
eugenol, incluindo o isoeugenol, e do cinamaldeido contra cepas dos fungos
patogénicos na agricultura: Rhizoctonia solani (ACCC 36124) e Fusarium oxysporum
(ACCC 37438). Eles observaram que o isoeugenol teve uma ClMso para o R. solani
de 33,1 yg/mL e de 97.2 yg/mL para F. oxysporum. Os autores chegaram a concluséo
que a lipofilicidade parece desempenhar um papel importante na determinacao da
toxicidade de fenilpropandides e que a presenga da dupla ligacdo do grupo propenil
nos compostos desempenhou um papel fundamental na toxicidade frente aos micro-

organismo testados.

Na pesquisa realizada com diversos compostos fendlicos naturais contra
Aspergillus parasiticus, foi observado que o isoeugenol apresentou ClIMso e CIMgo nos
valores de 83,74 ug/mL e 182,26 ug/mL respectivamente. A CIMso do isoeugenol foi a
menor que a maioria dos fitoconstituintes, ficando acima apenas do timol e carvacrol
que obtiveram respectivamente 58,6 e 60,09 ug/mL. Ja a CIMgo do isoeugenol foi a
menor que todos os outros 10 compostos fendlicos testados. Diante dos resultados
encontrados, pode-se notar que, apesar dos estudos utilizarem diferentes espécies e
géneros, os valores da CIMso e CIMgo encontrados sdo semelhantes ao determinado
nesta pesquisa. Tal fato demonstra uma certa homogeneidade no comportamento
antifingico do isoeugenol frente aos fungos patogénicos relatados na literatura.

Com o calculo da CIM, CIMso e CIMgo foi possivel classificar o perfil de
resisténcia das cepas de P. citrinum frente ao fitoconstituinte. De acordo com a
classificacdo proposta por Nascente et al. (2003), as substancias podem ser
consideradas como sensiveis (S), quando CIM da amostra < CIMso, sensibilidade
intermediaria (1), quando CIMso < CIM da amostra < CIMgo, e resistente (R), quando
CIM da amostra for > CIMgo. Utilizando estas condigdes, foi observado, nesta
pesquisa, que 11 cepas (91,67%) foram sensiveis e 1 (8,33%), a cepa LM21, foi

resistente ao isoeugenol.
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Apos ser encontrada a CIM do isoeugenol para as cepas de P. citrinum, foi
determinada a Concentracdo Fungicida Minima (CFM), como também a CFMso e a
CFMgo. A CFMso, CFMgo e CFM foi considerada como a menor concentragao capaz
de causar a reducao em 50%, 90% e 99,9% das unidades formadoras de coldnias
apds o tempo de incubacao no in6culo inicial. De acordo com a Tabela 2 e a Tabela
4, pode-se observar que o isoeugenol desempenhou uma agao fungicida para 8 cepas
(66,67%) na concentracdo de 64 pug/mL, 10 cepas (83,33%) na concentragéao de 128
pg/mL, para 11 cepas (91,67%) na concentracdo de 256 uyg/mL e para as 12 cepas
(100%) na concentracdao de 518 pg/mL. Desta forma, a CFMso, CFMgo e CFM do
isoeugenol para as linhsgens de P. citrinum testadas foram, respectivamente, 64, 256
e 518 pg/mL.

Tabela 4 — Valores de CFMso e CFMgo do isoeugenol e voriconazol para as cepas
clinicas e padrao de P. citrinum.

Isoeugenol (ug/mL) Voriconazol (ug/mL)
Cepa
CFMso CFMoo CFMso CFMgo
Penicillium
. 64 256 8 256
citrinum

Ha uma escassez de dados na literatura que mostrem a determinacao da CFM
do isoeugenol, o que evidencia a contribuicdo que este trabalho trara com valiosas
informacdes sobre este fitoconstituinte e também revela a necessidade de mais
pesquisas sobre o0 composto e suas bioatividades. Apesar disso, Peixoto et al. (2017)
testaram o Oleo essencial de Laurus nobilis (louro), que possui como composto
majoritario o isoeugenol (53,5%), em amostras de Candida spp. e encontraram uma
CFM variando de 250 — 500 uyg/mL. Os resultados obtidos neste estudo, apesar de
serem realizados com diferentes espécies e substancias, sdo similares aos obtidos

pelos pesquisadores citados.

Quanto a CFM, pode-se observar que os resultados mostraram que entre as
cepas ensaiadas 16,67% apresentaram CFM equivalente a CIM do isoeugenol e
83,37% apresentaram CFM equivalente a CIMx2 do fitoconstituinte. Apds a obtencao
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desses dados, foi possivel classificar a natureza do efeito antifungico do isoeugenol e
variconazol para P. citrinum. De acordo com Siddiqui et al. (2013), o efeito de um
composto é considerado fungistatico se a relacado CFM/CIM > 4 e fungicida se a
CFM/CIM < 4. Aplicando essa condicao, pode-se considerar que o isoeugenol
possuem efeito bactericida frente as cepas de P. citrinum, uma vez que todas as
relacbes CFM/CIM, para todas as 12 cepas testadas, foram menores que 4 (Tabela
5).

Tabela 5 — Relacdo CFM/CIM do isoeugenol e voriconazol frente as cepas de P.
citrinum.

Isoeugenol (ug/mL) Voriconazol (ug/mL)

Cepas de P. citrinum

CFM/CIM Efeito CFM/CIM Efeito
INCQS 40011 64/64 =1  Fungicida >4 Fungistatico
LM-02 64/32 =2  Fungicida 128/64 = 2 Fungicida
LM-03 64/32 =2  Fungicida 2/0,5=4 Fungistatico
LM-4 512/128 =2 Fungicida + ND*
LM-08 64/32 =2  Fungicida >4 ND*
LM-30 256/128 =2 Fungicida 16/8 =2 Fungicida
LM-145 128/64 =2  Fungicida 32/32 =1 Fungicida
LM-155 64/32 =2  Fungicida 64/64 = 1 Fungicida
LM-157 64/32 =2  Fungicida 41 =4 Fungistatico
LM-161 64/32 =2  Fungicida 4/1 =2 Fungicida
LM-171 64/64 = 1 Fungicida 8/2=4 Fungicida
LM-278 128/64 =1  Fungicida >4 Fungistatica

+: Houve crescimento nos pocgos acima de 4xCIM. ND: N&o foi possivel definir.



62

Essa natureza da acao antifungica demonstrada pelo isoeugenol € vantajosa,
do ponto de vista terapéutico. A acao fungicida é mais importante na clinica do que a
atividade fungistatica, uma vez que o uso profilatico de drogas fungistaticas tem sido
associado a um aumento da frequéncia de resisténcia inata ou adquirida em isolados
clinicos em pacientes com sistema imunolégico debilitado (MONK; GOFFEAU, 2008).
Além disso, a diretriz de 2009 da Sociedade Americana de Doencas Infecciosas para
o tratamento da candidemia sugere que os agentes fungicidas podem ser mais
benéficos para o tratamento da candidemia em comparacdo com o0s agentes
fungistaticos (PAPPAS et al., 2009). Dados recentes de adultos sustentam que o
tratamento com agentes fungicidas (anfotericina B e equinocandinas) resultou em
menor mortalidade em comparagdo com agentes fungistaticos (triazoles), com uma
mortalidade de 30% para o tratamento com agentes fungicidas e 36% para o
tratamento dom agentes fungistaticos) (ANDES, 2013).

Para o controle dos experimentos, foi utilizado o voriconazol como antifingico
padrdo. Embora existam relatos na literatura utilizando o voriconazol em diversas
espécies de fungos, este estudo realizou, de forma inédita, a determinacdo e
caracterizacao da atividade antifingica da substancia frente a cepas padrao e clinicas
de Penicillium citrinum. Como ocorreu com o isoeugenol, foram determinadas a CIM,
CIMsp, CIMgo, CFM, CFMso e CFMgo do voriconazol e posteriormente a caracterizacao
do seu efeito antifungico. Esta determinagéo € importante, uma vez que ndo ha nos
orgaos oficiais que padronizam os testes de sensibilidade a antimicrobianos (CLSI,
EUCAST e BRCAST) um intervalo definido da CIM para classificacao de sensibilidade

de cepas de P. citrinum ao voriconazol.

O voriconazol foi introduzido no uso clinico em 1995, e aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos em maio de 2002 e no Brasil em julho
de 2012 (ANVISA, 2002; KONTOYIANNIS et al., 2003; NAITHANI; KUMAR, 2005). E
um novo agente antifungico da classe dos triazois que mostra ser uma promessa para
o tratamento de um amplo espectro de patégenos fungicos, incluindo espécies de
Aspergillus, Candida, Cryptococcus neoformans, Penicillium marneffei, Scedosporium
apiospermum entre outros (RADFORD et al., 1997; CLANCY; NGUYEN, 1998;
CUENCA-ESTRELLA et al., 1999; ESPINEL-INGROFF, 1998; JOHNSON et al., 1998;
KAUFFMAN; ZARINS, 1998; NGUYEN; YU, 1998; OAKLEY et al., 1998; PFALLER et
al., 1998; VERWEIJ et al., 1998)
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Este antifungico apresenta acao in vitro sobre espécies de Aspergillus mais
intensa do que o itraconazol, inclusive sobre o A. terreus, que € comumente resistente
a anfotericina B. Tem atividade sobre muitas espécies de Fusarium spp., Blastomyces
dermatitidis, Penicillium spp, Paecilomyces, Alternaria, Bipolaris e sobre
Scedosporium apiospermum e Pseudallescheria boydii. E fungistatico para espécies
de Candida, inclusive aquelas resistentes ao fluconazol, Cryptococcus spp. €
Trichosporon spp., agindo também sobre fungos de micoses endémicas. O
voriconazol ndo apresenta atividade in vitro frente as espécies de zigomicetos
(EGGIMANN et al., 2003; KONTOYIANNIS et al., 2003; MARTINEZ, 2006).

Nos experimentos realizados neste trabalho, a CIM do voriconazol teve uma
consideravel variagdo, mostrando uma grande diferenca de sensibilidade entre as
cepas utilizadas. A faixa da CIM do antifungico foi de 0,5 a 256 yg/mL, sendo que para
cepa LM-21 nao foi possivel definir a concentragdo inibitéria minima pois ela foi
superior a 1.024 ug/mL e o menor valor da CIM foi para a cepa LM-03 (Tabela 2). Foi
observado que as cepas de P. citrinum apresentaram um forte perfil de resisténcia
também com o voriconazol. Essa constatacdo é baseada nos dados obtidos em
estudos publicados na literatura em que determinaram a CIM do voriconazol para
diversas espécies de fungos.

Liu, Liang e Chen (2013) definiram a CIM do antifungico para 39 amostras de
Penicillium marneffei e observaram uma variagcao entre 4 e 250 ug/mL, sensibilidade
esta, menor que a apresentada pelas cepas de P. citrinum. Ja os valores definidos por
Pfaller et al. (2011) e Li et al. (2000) também corroboram com esta constatacédo. O
estudo realizado pelos autores determinaram a CIM do voriconazol em 16.484
isolados de Candida sp., obtendo uma faixa de sensibilidade entre 0,007 e 8 ug/mL.
Ja Li e demais pesquisadores determinaram a CIM do antifungico em 304 amostras
das espécies Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis e Histoplasma
capsulatum, encontrando uma CIM variando entre 0,03 e 16 ug/mL. Ambos valores

menores que 0s encontrado para P. citrinum.

Como anteriormente observado na Tabela 3, os valores da CIMso e a ClMgo
para o voriconazol também foram calculados. Nota-se que ocorreu uma variagao de
mais de 256 vezes entre o determinado nas CIMso € CIMgo, uma vez que a ClMso foi
de 4 yg/mL e a CIMgo >1.024 pg/mL.
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E possivel encontrar estudos que determinaram a CIMso e ClMgo do voriconazol
para diversos fungos. Sabatelli et al. (2006) testaram quase 19.000 amostras de
diferentes espécies fungicas, entre elas Aspergillus spp., Fusarium spp. e Candida
spp. Em seus resultados, a CIMsp variou entre 0,008 e 128 pg/mL e a CIMgo ficou na
faixa de 0,063 e 128 ug/mL. Em uma outra pesquisa realizada com isolados de varias
espécies do género Candida, Pfaller et al. (2011) verificaram que a CIMso e a ClIMgo
do variconazol variou em uma faixa de 0,007 e 1 pyg/mL e 0,007 e 2 pg/mL,
respectivamente. Comportamento semelhante foi encontrado também por Pfaler et al.
(2013), onde utilizarem 1.573 amostras de Trichosporon spp., Penicillium spp.,
Sarocladium spp., Paecilomyces spp. e das espécies Scedosporium apiospermum,
Gibberella fujikuroi SC e Cryptococcus neoformans, a ClMgo definida para o

antifungico variou entre <0,008 e 16 pyg/mL.

Apesar da literatura revelar uma faixa de sensibilidade ao voriconazol ampla e
variada, nenhum dos experimentos obtiveram uma ClIMgo td0 elevada quanto a
apresentada pelos isolados de P. citrinum empregados nesta pesquisa. Desta forma,
€ possivel verificar que a sensibilidade ao voriconazol possui ampla variagdo, de
acordo com a espécie testada, conforme constatado pelos trabalhos expostos.
Entretanto, em nenhum dos estudos disponiveis nos bancos de dados consultados,
um micro-organismo apresentou-se tao resistente ao antifingico e nem apresentou
uma CIMgo tdo elevada como a apresentada pelas cepas de P. citrinum utilizadas

nesta pesquisa.

Com relacdo a CFM, pode-se observar que o voriconazol apresentou uma
variacao de 2 yg/mL a valores maiores que 1.024 ug/mL entre as cepas utilizadas,
estabelecendo uma CFM na concentragédo de 2 ug/mL para 8,33% das cepas, de 4
pg/mL para 16,67% das cepas, de 8 ug/mL para 33,33% das cepas, de 16 ug/mL para
41,67% das cepas, de 32 ug/mL para 50% das cepas, de 64 ug/mL para 58,33% das
cepas e de 128 pg/mL para 66,67% das cepas. Importante ressaltar que para 33,33%
das amostras nao foi possivel detectar a CFM pois houve crescimento acima de 1.024
pg/mL (Tabela 2 e Tabela 4). Sendo assim, a CFMso, CFMgo e CFM do voriconazol
para as linhagens de P. citrinum testadas foram, respectivamente, 8, >1.024 e >1.024

pg/mL.
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Esses valores de CFM encontrados neste experimento sao elevados, quando
sdo comparados com outras espécies fungicas que foram submetidas ao voriconazol.
Por exemplo, Lemos (2008) avaliou a acao antifungica do voriconazol frente a cepas
de Candida spp. e verificou que a CFM néo ultrapassou 8 ug/mL. Li et al. (2000)
também determinaram a CFMso e CFMgo do voriconazol mas para as espécies de
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis e Histoplasma capsulatum. Os autores
observaram uma CIMso e ClIMgo para B. dermatitidis no valor de 0,125 ug/mL e 4
Mg/mL, para C. immitis de >32 ug/mL e >32 ug/mL, para H. capsulatum de 8 ug/mL e
>32 pg/mL, respectivamente. Isso demonstra, mais uma vez, uma maior resisténcia
das cepas de P. citrinum as drogas antifungicas testadas, o que pode dificultar o

tratamento de uma infeccao por esse patdgeno.

Os resultados mostraram também que a CFM variou de 2 ug/mL a valores
maiores que 1.024 pg/mL entre as cepas utilizadas, 16,67% apresentaram CFM
equivalente a CIM, 16,67% apresentaram CFM equivalente a CIMx2, 58,33 %
apresentaram CFM igual ou maior que a CIMx4 e para 16,67% nao foi possivel
estabelecer a proporcdo CIM/CFM. Assim, aplicando a classificagdo proposta por
Siddiqui et al. (2013) para classificacdo da natureza do efeito antifungico dos
compostos, pode-se considerar que o voriconazol foi fungicida para 50% das cepas,
fungistatico para 41,83% dos isolados de P. citrinum usados e néo foi classificada para

a cepa LM-04, por crescer acima de 1.024 pg/mL.

Esse perfil ambiguo fungicida/fungistatico do voriconazol ja era esperado, uma
vez que estudos descrevem diferentes comportamentos do composto. Apesar de
Tavares (2001) afirmar que os quimioterdpicos antifingicos do grupo dos azdélicos
exercem acao apenas fungistatica, Diakema et al. (2003) e Johnson e Kauffman
(2003) relatam que esta substancia possui realmente agao fungistatica para Candida,
incluindo aquelas resistentes ao fluconazol, Cryptococcus spp. e Trichosporon spp,
mas que, por bloquear mais intensamente a sintese de ergosterol dos fungos
filamentosos, pode chegar a ser fungicida. Sendo assim, dependo do perfil de
resisténcia intrinseco de determinada cepa fungica, o voriconazol produzira seu efeito

bactericida e/ou bacteriostatico.

Com relacao ao perfil de sensibilidade das cepas utilizadas, foi possivel
verificar que LM-04, de origem ambiental, foi a que se apresentou mais resistente,

tanto ao isoeugenol como ao voriconazol. Esse comportamento frentes as substancias
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antifungicas pode ser devido ao uso de compostos antimicrobianos pela medicina
humana e veterinaria, jA que em alguns ambientes, como efluentes de hospitais e
fazendas, acontece a liberagdo constante de antimicrobianos, o que pode modificar a
atividade metabdlica dos micro-organismo presentes entorno da regido. Uma vez que
algumas dessas drogas nao sao biodegradaveis, permanecem por um longo periodo
no ambiente. Desta forma, o uso de drogas com agédo antifungicas, por exemplo, em
hospitais, na agricultura e pecudria, pode levar a produgéao de grandes quantidade de
residuos desses compostos, induzindo e/ou facilitando a resisténcia cruzada desses
compostos alterando seu perfil de resisténcia, como observado neste experimento
(KUMMERER, 2004; MARTINEZ, 2009).

A fim de comprovar que os resultados obtidos nos experimentos séo referentes
apenas as substancias empregadas nao havendo interferéncia, foram realizados os
controles de viabilidade dos isolados fungicos, esterilidade do meio e interferéncia dos

solventes.

Pode ser observado na Tabela 2 o controle de viabilidade das cepas, onde
todas as amostras foram capazes de crescer no meio RPMI-1640 sem adicdo de
substancias (fitoconstituinte/antifingico), demonstrando que 0s micro-organismos
estavam viaveis para serem utilizados nos ensaios. Concomitantemente, foi realizado
o teste de esterilidade do meio de cultura e confirmado que o RPMI-1640 utilizado no
teste ndo estava contaminado, o que confirma que a acdo mostrada pelas substancias
evidenciaram seu potencial maximo de efeito diante das condigdes em que foram
submetidas e das cepas empregadas, nao havendo interferéncia de outros micro-
organismo. Além disso, pocos contendo meio de cultura ausente de isoeugenol e/ou
voriconazol e acrescido dos solventes DMSO (5%) e Tween 80 (2%) foram inoculados
com as cepas de P. citrinum, sendo observado o crescimento de todas as amostras
(Tabela 2), o que demonstra que o0s solventes utilizados para solubilizar o
fitoconstituinte nao interferiram no seu efeito antifingico.

Apés a determinacao e caraterizacdo da acao antifungica do isoeugenol, foram
selecionadas 3 cepas clinicas e uma padrao com o objetivo de investigar o mecanismo
de acéao do fitoconstituinte, bem como realizar o ensaio de associacao do isoeugenol
com o antifungico padrao.

A cepa P. citrinum INCQS 40011 foi escolhida por ser um padrao de referéncia
para comparagcao com futuros testes de bioatividades. Uma cepa ambiental e outra
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clinica foram propostas para verificar se o comportamento frente ao isoeugenol, nos
ensaios seguintes, era o0 mesmo. Entre as cepas ambientais de P. citrinum, a LM-04
foi excluida por nao ter sido possivel determinar a CIM e CFM para o voriconazol.
Enquanto as cepas LM-03 e LM-157 apresentaram comportamento semelhante frente
aos compostos antifungicos, sendo entdo selecionada a LM-03. A cepa clinica de P.
citrinum escolhida foi a LM-161, por apresentar menor CIM e CFM para o isoeugenol.
A cepa LM-171 foi acrescentada nos ensaios para efeito de comparagdo com a LM-
161, que mesmo sendo obtidas da pele, tiveram sensibilidade diferentes ao
fitoconstituinte, com CIM de 64 e 32 ug/mL, respectivamente.

5.2 Ensaio com sorbitol

Como demonstrado na Tabela 6, a CIM do isoeugenol nédo foi alterada quando
mensurada na presenca de sorbitol 0,8 M, sugerindo que o fitoconstituinte ndo age
modificando a parede celular fungica.

Tabela 6 — Efeito do isoeugenol frente a cepas de P. citrinum na auséncia e presenga
de sorbitol 0,8 M.

CIM (pg/mL)
Cepas de P. citrinum Isoeugenol
Sem Sorbitol Com Sorbitol
INCQS 64 64
LM-03 32 32
LM-161 32 32
LM-171 64 64

A parede celular € uma estrutura dindmica que protege os protoplastos fungicos
de choques osmaticos externos e define sua morfogénese. Desta forma, mudancas
organizacional ou ruptura funcional da parede celular induzida por compostos
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antifungicos sdo mecanismos de acao envolvidos na morte destes micro-organismos
(SARTORATO et al., 2004; BOWMAN; FREE, 2006).

De acordo com Lis-Balchin e Deans (1997), a atividade antifungica de
compostos fendlicos pode ser devido a um dano grave a membrana fungica e as
paredes celulares, levando a deformagdes morfologicas, colapso e deterioracdo de
conidios e/ou hifas.

Para investigar a interferéncia do isoeugenol na formacado e manutengao da
integridade da parede celular fungica foi verificada a influéncia do sorbitol, que é um
protetor osmaético, no crescimento das cepas de P. citrinum selecionadas para o
ensaio. Segundo Frost et al. (1995), este ensaio € de natureza genérica e € util na
busca de compostos que inibam diretamente a sintese de constituintes da parede
celular, como glicanos, mananos, quitina ou 0s mecanismos reguladores, conforme
encontrado nos estudos sobre os efeitos do eugenol na célula paredes. Ele baseia-se
no principio de que compostos que agem como inibidores da parede celular fungica
podem ser identificados experimentalmente quando seus valores da CIM obtidos na
presenca do sorbitol (com sobitol) apresentam-se maiores do que os determinados
sua auséncia (sem sobitol) ap6s o periodo de incubacao. Desta forma, os fungos que
apresentarem paredes celulares danificadas ndo conseguem crescer na auséncia de
sorbitol. Entretanto, seu crescimento podera ser restabelecido caso o sorbitol seja
fornecido ao meio. Sendo assim, valores da CIM foram determinados para as cepas
de P. citrinum LM-03, LM-161, LM-171 e INCQS 40.011 pela técnica de microdiluicao.

Nao ha relatos na literatura de pesquisas que investigaram a acao do
isoeugenol na parede celular de P. citrinum ou de outras espécies de fungos,
dificultando uma discussao de forma objetiva desse dado. Entretanto, uma vez que o
isoeugenol é isbmero de posicao do eugenol, diferindo na posicao da instauracao, €
possivel que apresentem um efeito antifingico semelhantes entre si, possibilitando
uma correlagao entre os compostos.

Levando em conta essa relagédo estrutural, o estudo de Carrasco et al. (2012)
corrobora com o este resultado, pois os autores observaram que a atividade
antifangica do derivado de eugenol 4-alil-2-metoxi-5-nitrofenol contra Cryptococcus
neoformans e C. albicans nao foi revertida na presenca de um suporte osmético. Em
contraste com esta correlacao, Pereira et al. (2013) observaram que, apds exposicao
de cepas de Trichophyton rubrum ao eugenol em meio de cultura suplementado com



69

sorbitol, o micro-organismo apresentou-se mais resisténte ao eugenol, onde sua CIM

aumentou 4 vezes em comparagcao com o ensaio realizado em sua auséncia.

Diante de negativa da hipdtese do efeito antifungico do isoeugenol ser devido
a uma alteragdo da parede celular em Penicillium citrinum, foi averiguado se a agao
contra os micro-organismo testados foi devido a danos na membrana plasmatica via

interacdo com o ergosterol da membrana plasmatica.
5.3 Ensaio com ergosterol

Diante dos resultado mostrados na Tabela 7, pode-se notar que a CIM do
isoeugenol aumentou quando as amostras de P. citrinum foram inoculados em meio
RPMI-1640 suplementado com ergosterol 400 ug/mL, quando comparado com ensaio
realizado na auséncia do ergosterol. O composto aumentou a CIM das cepas de P.
citrinum INCQS 40011, LM-171, LM-03 e LM-161 em 8, 64, 128 e 128 vezes,

respectivamente.

Tabela 7 — Efeito do isoeugenol e anfotericina B frente a cepas de P. citrinum na
auséncia e presenca de ergosterol 400 pg/mL.

CIM (pg/mL)

Cepas Isoeugenol Anfotericina

Sem Com Sem Ergosterol Com

Ergosterol  Ergosterol Ergosterol

INCQS 64 64 16 >128
LM-03 32 32 2 >256
LM-161 32 32 2 >256
LM-171 64 64 4 >256

Dessa forma, implica dizer que o fitoconstituinte causa perturbacdo na
membrana plasmatica por interferir na disponibilidade do ergosterol para que 0 mesmo
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possa ser utilizado manutencao da integridade da célula fungica, o que leva a morte

celular.

Os valores da CIM do isoeugenol, frente as cepas de P. citrinum selecionadas,
foram definidas em meio de cultura suplementado de ergosterol. Desta forma, se o
composto alterar a disponibilidade do ergosterol, sua CIM sera maior na presenca de
ergosterol em comparacao da CIM determinada na sua auséncia (LEE et al., 1999).
Isso ocorre pois o fitoconstituinte, que modifica a quantidade de ergosterol necessario
para a célula fungica manter a integridade da membrana celular, necessitara de uma
maior quantidade do composto para que consiga reduzir ainda mais a disponibilidade
do ergosterol a um nivel suficiente que provoque a morte das cepas presentes no

meio.

Todos os fungos e outros micro-organismos, como algas e alguns protozoarios,
possuem em sua membrana celular o ergosterol, um analogo ao colesterol das células
mamiferas (GHANNOUM; RICE, 1999). O ergosterol esta envolvido na formacéao de
jangadas lipidicas em leveduras, sendo estas cruciais para a presenca de
determinadas proteinas na membrana plasmatica (BAGNAT et al., 2000). Além disso,
participa da regulagdo da rigidez/fluidez da membrana plasmatica alterando o
movimento e atividade de proteinas de membrana e evita mudancas drasticas de
fluidez membranar em condicdes ambientais flutuantes (RODRIGUEZ et al., 1985;
VAN DER REST et al., 1995).

Peixoto et al. (2017) investigaram o mecanismo de acao do éleo essencial de
Laurus nobilis, que possui como composto majoritario o isoeugenol, em cepas de
Candida albicans. Este estudo mostrou um aumento dos valores da CIM do éleo
essencial na presenca do ergosterol exdgeno, evidenciando uma afinidade do
composto pelo ergosterol, o que poderia desequilibrar a permeabilidade ibnica da

membrana celular, levando a morte dos micro-organismos.

Esse comportamento frente ao ergosterol era esperado. Estudos realizados por
Sikemma et al. (1995) e Gill et al. (2006) revelaram que o eugenol, isbmero do
isoeugenol aqui testado, possui agdo antimicrobiana devido sua capacidade de causar
ruptura da membrana citoplasmatica. Tal efeito possivelmente ocorre devido ao fato
de que o grupo hidroxilo fenélico pode contribuir para o aumentar a solubilidade desta
substancia em suspensdes aquosas, o que facilita seu transporte através do envelope

celular do micro-organismo.
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Outros autores também relataram mecanismo semelhante do eugenol. Chami
et al. (2005) sugerem que a agao contra Candida inerente ao eugenol poderia ser
atribuida ao dano do envelope de células fungicas. Ja Pinto et al. (2009)
demonstraram que o eugenol também inibe a biossintese de esterdis.

Diante da semelhanca estrutural do eugenol e isoeugenol, cogita-se que essas
mesmas constatacdes acerca do mecanismo de acao do eugenol sejam estendidas
ao seu isdmero, o isoeugenol. Apesar disso, ndo se descarta que outros mecanismos
possam ser empregados pelo isoeugenol para produzir seu efeito antifungico em
Penicillium citrinum, como inibicdo enzimatica. De acordo com Farag et al. (1989),
essa hipbtese pode ser atribuida ao isoeugenol devido a presenca do nucleo
aromatico e o grupo —OH fendlico que € conhecido por ser reativo e formar ligacoes

de hidrogénio com locais ativos de enzimas alvo.

Além disso, estudos na literatura auxiliam na compreensdo do mecanismo de
acao do isoeugenol, acrescentando que o efeito antifingico da substancia é
potencializado devido sua acdo na membrana plasmatica do micro-organismo. Uma
explicacdo a essa afinidade do isoeugenol pela membrana lipidica é explicada por
Ultee et al. (2002,), que justificam a preferéncia da membrana plasmatica como alvo
de seu efeito devido a natureza hidrofébica da substancia. Pina-Vaz et al. (2004) e
Braga et al. (2007) esclarecem esse afinidade do fitoconstituinte, justificando que,
devido sua caracteristica lipofilica, 0 composto apresenta a capacidade de penetrar
nas cadeias que compdem as bicamadas lipidicas da membrana, modificando sua
fluidez e a permeabilidade das membranas celulares, comprometendo assim, a
atividade e a regulacao de importantes enzimas da membrana que catalisam a sintese
de uma série de componentes principais de polissacarideos da parede celular,

interferindo no crescimento celular e na morfogénese.

Como controle do método foi utilizado a anfotericina B. Esse agente
antofungico, que possui uma estrutura do tipo macrolidea, é caracterizado por possuir
em sua estrutura quimica atomos de carbono divalentes dispostos em série,
apresentando mecanismo de acéo relacionado, parcialmente, as suas caracteristicas
fisico-quimicas e sua interagdo com as membranas fungicas (MANDELL; PETRI,
1996; GHANNOUM; RICE, 1999; NOSANCHUK, et al., 1999; MARTINEZ, 2006).

Essa droga antifungica € empregada em casos de infec¢des fungicas invasivas,

particularmente em pacientes imunossuprimidos, na doenca disseminada, em
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imunocompetentes e em situagdes especiais, Como neuromicoses ou na auséncia de
outra droga eficaz. O composto possui indicacdo clinica para a aspergilose,
blastomicose, candidose, coccidioidomicose, criptococose, histoplasmose,
paracoccidioidomicose, esporotricose, zigomicose, inclusive penicilose, bem como no
tratamento empirico de pacientes febris neutropénicos, na prevencao de infecdes
fungicas em doentes com cancro, transplantados ou considerados de alto risco, na
meningoencefalite amebiana priméaria e em infe¢des parasitarias como a leishmaniose
(MARTINEZ, 2006; ASHP, 2012).

No ensaio realizado com meio RPMI-1640 acrescido da anfotericina B, na
presenca do ergosterol e inoculado com as cepas de P. citrinum obteve como
resultado o aumento da CIM do antifungico, como ja era esperado tendo em vista que

seu mecanismo de agéo justifica esse comportamento.

A anfotericina B é utilizada no tratamento das principais micoses sistémicas por
ligar-se ao ergosterol da parede celular fungica, promovendo a formacao de poros,
alterando a permeabilidade celular ocasionando a perda de constituintes
citoplasmaticos e consequente morte do micro-organismo. Adicionalmente, causa
alteragdes imunoldgicas e lesdes oxidativas, resultando em mudangas prejudiciais no
metabolismo celular nocivas a sobrevida celular (PATEL, 1998; MARTINEZ, 2006;
LUISI et al., 2008). Sendo assim, uma vez que 0 meio de cultura possui uma maior
disponibilidade de ergosterol, a anfotericina B, consequentemente, necessitara de
maiores concentragcdes para produzir o mesmo efeito nas cepas de P. citriunum,
podendo ser evidenciado com a elevacdo da CIM neste meio suplementado,

observado neste experimento.

5.4 Estudo de associacao do fitoconstituinte com o voriconazol

A Tabela 8 revela o resultado do ensaio de combinacao entre o isoeugenol e 0
voriconazol frente as cepas de P. citrinum INCQS 40.011, LM-03, LM-161 e LM-171.
Como pode ser observado, todas as cepas fungicas mantiveram o valor da CIM apés
a combinagao do isoeugenol com o voriconazol.

Diante desse resultado, foi calculado o indice FIC. O IFIC é o somatério dos
FICs para cada droga, sendo a FIC definida como a CIM de cada droga, quando usado

em combinagdo, dividido pela CIM de cada droga, quando testada isoladamente.
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Como resultado do ensaio, a combinacdo entre as substéncias pode produzir
sinergismo, promovendo a inibigdo do crescimento do micro-organismo com 25% ou
menos da CIM de cada agente isolado, efeito aditivo, quando & necessario atingir
metade da CIM para inibir o crescimento da cepa, ou indiferentismo ou antagonismo,
quando inibe menos que o composto isolado (MOREIRA, 2004).

Tabela 8 — Resultados da CIM (ug/mL) do isoeugenol e voriconazol isolados e apds
a associacao frente a cepas de P. citrinum.

CIMiso  CIMvrz CIMiso  CIMvrz
INCQS*™ 64 256 64 256 2 Indiferente
LM-03 32 0,5 32 0,5 2 Indiferente
LM-161 32 2 32 2 2 Indiferente
LM-171 64 2 64 2 2 Indiferente

*|IFIC: indice de Concentragao Inibitéria Fracionada. CIMiso: Concentracdo Inibitéria Minima
do isoeugenol. CIMyrz: Concentragao Inibitéria Minima do voriconazol. INCQS**: Cepa padréao
de P. citrinum INCQS 40.011.

Diversos fungos podem estar associados a doengas infecciosas no ser humano
e animais, enquanto outros podem produzir metabdlitos toxicos (micotoxinas) quando
estdo se multiplicando nos alimentos e, quando ingeridos, podem acarretar diferentes
afeccoes (MINERVINI et al., 2001; LACAZ et al., 2002). Casos dessas infec¢des
aumentaram consideravelmente e passaram a ser de grande importancia, pelas
elevadas taxas de morbidade e mortalidade, associadas as constantes falhas no
tratamento de infeccbes micédticas, o que tem chamado a atengdo para o grave
problema do mecanismo de resisténcia aos agentes antifiingicos. Esse aumento da
resisténcia a antifungicos alerta para a necessidade do desenvolvimento de
estratégias que evitem a sua disseminacao entre os fungos, como ja ocorreu com as
bactérias, que se encontra disseminada e fora de controle. Desta forma, a busca por
alternativas terapéuticas ou até mesmo associacdes seguras e efetivas de farmacos
se faz interessante (MENEZES, 2009; NUNES, 2012).
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Apesar da grande maioria das infec¢oes poder ser tratada com um Unico agente
antimicrobiano, existem algumas situagdes em que esta justificada a associagdo com
outro farmaco que favorece seu efeito, melhorando os desfechos clinicos. Essas
estratégias vem alcangando resultados promissores com o uso de terapia combinada
de antifungicos, frente a diversas espécies (DURAND-JOLY et al., 2003; JONHSON
et al., 2004; MOREIRA, 2004; HO et al., 2007). Diversos estudos relatam um efeito
positivo na agdo antifungica de compostos naturais associados com drogas

antifangicas, inclusive com representantes da classe dos azéis.

Como beneficios, a utilizacdo de combinagdes racionais no tratamento clinico
de infecgbes, aumentam a eficacia e diminuem a toxicidade, ampliam o espectro em
infecgcbes por multiplos germes, previnem emergéncia de resisténcia, evitam a
inativacdo do antimicrobiano por beta-lactamases ou reduzem a metabolizacdo do
antimicrobiano (MOREIRA, 2004).

A compreensdo dos beneficios da associacdo de drogas para o
tratamento de infecgdes causadas por fungos e a busca por novas combinacdes de
agentes antifungicos ndo é atual. Bennett et al. (1979) verificaram o efeito da terapia
combinada da 5-fluorocitosina com a anfotericina para o tratamento da meningite
criptococica; em 2006 foi realizado um ensaio in vivo com ratos imunossuprimidos
onde foi administrado um agente quelante de chumbo, EDTA, em associacdo com a
anfotericina B, apresentando sinergismo com a anfotericina B frente a cepas de
Aspergillus fumigatus (HACHEM et al., 2006); posteriormente, Spader et al. (2009) e
Venturini et al. (2011) demonstraram o efeito sinérgico da anfotericina com 5-
flucitosina, rifampicina, caspofungina, voriconazol e ibuprofeno sobre Fusarium spp.;
em um modelo experimental utilizando as espécies de C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis, Menezes et al. (2012) demonstraram que a anfotericina B apresentava
sinergismo com a sinvastatina contra esses micro-organismos. Desta forma, constata
que a combinacao de farmacos é uma opcao terapéutica com perspectivas crescentes

de uso na prética clinica nos préximos anos.

Laboratorialmente, apesar de existirem métodos normatizados para avaliar a
atividade antifingica de substancias, ndo ha um teste padronizado para verificar a
acao combinada de duas ou mais drogas antifungicas. Para a realizacao do estudo

da interag&o entre agentes antifingicos, podem ser utilizados os métodos de cinética
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de morte (time-kill), checkerboard e o teste Epsilometer Strip Test (E-test) (WHITE et
al., 1996).

Devido ao método checkerboard apresentar pratica execucao, padronizagao,
bons resultados e custo baixo, em comparacdo com os demais testes disponiveis,
este método é o mais utilizado nas pesquisas de associacdo de compostos
antifungicos. Seu nome refere-se a posigao dos tubos ou pogos na forma de “xadrez”,
onde existem multiplas diluicbes das substancias antimicrobianos em concentragoes
superiores ou inferiores a CIM de cada um deles frente ao micro-organismo estudado
(ODDS, 2003; MELETIADIS et al., 2007). Este método tem como base a determinacéo
da concentracdo inibitéria minima (CIM) de antifungicos em combinag¢do, sendo
muitas vezes seguido por uma andlise mais aprofundada, nao paramétrica, utilizando
o indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (Fractional Inhibitory Concentration
Index - FICI), ou a resposta do modelo de superficie totalmente paramétrico (RSM)
(MELETIADIS et al., 2007).

Apés a realizacdo do ensaio, foram calculados o IFIC para todas as cepas,
encontrando o valor do IFIC = 2 para todos os isolados de P. citrinum. De acordo com
a classificacado proposta por LEWIS et al. (2002), este resultado demonstra que nao
ocorreu interacao entre os compostos, uma vez que nao ocorreu alteracdo da CIM em
nenhum grau, classificando a associacdo do fitoconstituinte com o quimioterapico
fungico como indiferente para as cepas de P. citrinum testadas. Esta interagdo é
definida quando o resultado da CIM das duas substancias é igual ao obtido apenas
com aquela que é mais eficaz (RONALD; TALLARIDA, 2001; JOHNSON et al., 2004)

Anteriormente, foi demonstrado que o isoeugenol atua na disponibilidade do
ergosterol para a cepa fungica, fazendo com que o micro-organismo nao consiga
manter a integridade da membrana plasmatica, o que é incompativel com a sobrevida
celular. Ja o voriconazol, segundo Chapman et al. (2008), afirma que os derivados
dos azdlicos, como o voriconazol, atuam na biossintese do ergosterol através da
inibicdo seletiva do lanosterol 14 - a- esterol desmetilase (P- 450), causando a
deplecéo do ergosterol, e originando anomalias na permeabilidade da membrana.
Uma vez constatado que a interacdo entre as drogas foi indiferente e baseando na
definicado deste conceito, é possivel, que o isoeugenol, fenilpropanoide isbmero do
eugenol, apresente 0 mesmo alvo de acao que o voriconazol, um composto triazélico

de segunda geracao, visto que o fitoconstituinte apresenta a mesma eficacia, tanto
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isoladamente como em associacdo com o voriconazol. Esta afirmacao pode ser
justificada pelo resultado obtido na investigacdo do mecanismo de acdo do
fitoconstituinte e corroborada por O’Shaughnessy et al. (2006), que alegam a
presenca de uma interagdo do tipo sinérgica s6 é possivel quando as drogas em

combinadas possuem diferentes mecanismos de agao.

Este entendimento é embasado por um estudo desenvolvido por Johnson et al.
(2004), que mostra a existéncia de uma interag&o sinérgica entre equinocandinas e
os derivados azdlicos. Este sinergismo ocorreu, provavelmente, pois ambas drogas,
quando combinadas, estariam atuando na inibicdo simultanea de diferentes alvos das
células fungicas, como a parede celular (caspofungina) e membrana células fungica

(voriconazol).

5.5 Ensaios in silico

A utilizagédo de ferramentas computacionais trouxe mais velocidade e eficiéncia
no desenvolvimento de novos farmacos. O processo de descoberta de farmacos in
silico envolve a identificacdo do alvo de interesse (estrutura do receptor), a escolha
dos compostos a partir das bases de inibidores, avaliacdo da interacao da proteina
com o0s possiveis inibidores e calculo das propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas dos possiveis inibidores (ZOETE et al., 2009).

5.5.1 PASS on-line

A Previsdo do espectro de atividade para substancias (PASS) on-line € um
software utilizado para avaliar o potencial biolégico de uma substancia no organismo
humano de acordo com sua semelhanca com um farmaco organico. Este programa
fornece previsdes simultaneas de muitos tipos de atividades biolégicas com base na
estrutura dos compostos orgéanicos, podendo ser usado para estimar virtualmente os
perfis de atividade biol6gica para moléculas, antes de sua sintese quimica e testes
biolégicos.

Apoés a analise das provaveis atividades bioldgicas do isoeugenol por meio do
PASS on-line, foram obtidas mais de 522 atividades com mais de 30% de
probabilidade de serem ativas (Pa >30%), desse total, 49 atividades possuem alta

probabilidade de ocorréncia (Pa >70%). Na Tabela 9, pode ser observado que
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atividades com maior probabilidade de ser exercida pelo composto. Entre as 522
atividades com chance de ser desempenhado pelo isoeugenol, sdo destacadas as
antimicrobianas: antisséptica (Pa: 0,571 e Pi: 0,009), antifungica (Pa: 0,492 e Pi:
0,032), antibacteriana (Pa: 0,379 e Pi: 0,035), antimicobacteriana (Pa: 0,478 e Pi:
0,022) e anti-helmintica (Pa: 0,335 e Pi: 0,028), especialmente contra nematoda (Pi:
0,562 e Pa: 0,009).

Tabela 9 — Predigdo da atividade do isoeugenol com probabilidade de ser ativo (Pa
> 70%) determinada por meio do software Pass on-line.

Atividades Pa Pi
Inibidor da 1-Acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferase 0,711 0,004
Inibidor da 2-Hidroxiquinolina 8-monoxigenase 0,729 0,011
Inibidor da 4-Coumarate-CoA ligase 0,756 0,002
Potencializador da expressao APOA1 0,705 0,005
Inibidor da expresséo AR 0,702 0,005
Inibidor da Aldeido oxidase 0,724 0,015
Antimutagénico 0,805 0,004
Agonista Apoptoético 0,733 0,012
Inibidor da Aspulvinone dimetilaliliransferase 0,923 0,005
Inibidor da Beta-caroteno 15,15'-monooxigenase 0,807 0,003
Indutor da CYP1A 0,793 0,003
Substrato da CYP1A 0,717 0,010
Indutor da CYP1A1 0,769 0,003

Inibidor da CYP1A 0,748 0,002
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Substrato da CYP1A2

Substrato da CYP2C12

Substrato da CYP2E

Substrato da CYP2E1

Substrato da CYP2J

Carminativo

Estimulante da Caspase 3

Inibidor da Clordecona redutase

Inibidor da Diidro-L-gulonato descarboxilase
Inibidor da aciyl-CoA sintase

Inibidor da Feruloil esterase

Fibrinolitico

Sequestrador de radical livre

Substrato da GST A

Substrato da GST M

Inibidor da 2-Gluconato desidrogenase (receptor)
Inibidor da expressao de HIF1A
Potencializador da expressao de HMOX1
Inibidor da Insulina

Inibidor da expressao de JAK2

Inibidor da Linoleate diol sintase

0,744

0,779

0,845

0,851

0,750

0,938

0,778

0,862

0,718

0,761

0,963

0,731

0,716

0,719

0,729

0,772

0,822

0,712

0,724

0,942

0,868

0,007

0,041

0,004

0,004

0,034

0,001

0,007

0,010

0,020

0,006

0,002

0,013

0,004

0,020

0,003

0,024

0,010

0,007

0,006

0,002

0,004
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Estimulante da MAP quinase

Inibidor da expressao de MMP9

Agonista da Integridade de Membrana
Inibidor da Permeabilidade de Membrana
Protetor Mucomembranoso

Tratamento da Mucositi

Inibidor da Expressao de NOS2
Tratamento de Condicoes Pré-Neoplasicas
Inibidor da esterdide N-acetilglucosaminil transferase
Inibidor da Expressao de TNF
Potencializador da Expressao de TP53
Inibidor da Ubiquinol-citocromo-c redutase
Inibidor da alcool-vanilil oxidase

Vasoprotetor

0,806

0,893

0,922

0,785

0,824

0,831

0,724

0,879

0,826

0,852

0,766

0,903

0,928

0,775

0,003

0,001

0,006

0,012

0,013

0,011

0,002

0,002

0,003

0,003

0,015

0,005

0,001

0,006

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

Essas atividades antimicrobianas podem ser

atribuidas a diversas

caracteristicas do isoeugenol relatadas na literatura. Bhatia et al. (2012) constataram

gue a atividade antifungica do isoeugenol frente a cepas de Candida spp. é decorrente

da capacidade de inibicdo do bombeamento de H* por meio da ATPase de membrana

plasmatica e alteracdo da permeabilidade da membrana fungica. Esses dados sao

apoiados pelo resultado da analise do PASS on-line que demonstra que o

fitoconstituinte tem consideraveis chances de exercer instabilidade na membrana

plasmatica fungica como potencilizador da permeabilidade da membrana (Pa: 0,408

e Pi: 0,054) e antagonista da integridade da membrana (Pa: 0,316 e Pi: 0,105). Esses
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dados amparam a hip6tese defendida por Sikemma et al. (1995) e Gill et al. (2006)
que atribuem ao isoeugenol a acao de desestabilizador da membrana fungica devido

sua estrutura quimica.

Outras atividades benéficas suspeitas sédo atribuidas isoeugenol de acordo com
o PASS on-line, como por exemplo: sequestrador de radical livre (Pa: 0,716 e Pi:
0,004), antioxidante (Pa: 0,470 e Pi: 0,008), citoprotetor (Pa: 0,665 e Pi: 0,01),
anticarcinogénica (Pa: 0,408 e Pi: 0,029), antimutagénica (Pa: 0,805 e Pi: 0,004) e
antineoplasica (Pa: 0,678 e Pi: 0,03), o que desperta o interesse em investiga-las.

5.5.2 Molinspiration

Para a obtencao dos parametros moleculares TPSA (area da superficie polar
total da molécula), hidrofobicidade (MLogP) e do volume espacial (Vol), foi utilizado o
software Molinspiration. Os resultados de predicao para o isoeugenol obtidos apés a
analise do programa podem ser visualizados na Tabela 10.

Tabela 10 — Analise tetrica das propriedades fisico-quimicas do isoeugenol obtidas
pelo software Molispiration.

Propriedades Fisico-quimicas?

Composto

TPSA nON MlogP Nv nROTB Vol
Isoeugenol 29,46 2 2,38 0 2 161,59
Voriconazol 76,73 6 1,49 0 5 285,11
Anfotericina 319,61 18 -2,49 3 3 865,48

aTPSA: area de superficie polar total; nON: Interacdo O/NH O-HN; nV: nimero de violagao;
nROTB: nimero de rotacao; Vol: volume

De acordo com Verma (2012), o MLogP é calculado como uma soma de
contribuicoes baseadas nos fragmentos moleculares e dos fatores de correcao que
s&o usados para verificar a permeabilidade através das membranas celulares.

A TPSA é calculada pela metodologia publicada por Ertl, Rohde e Selzer (2000)
como sendo a adicdo das contribuicbes dos fragmentos moleculares, sendo
considerados fragmentos polares de O e N. Este parametro relaciona o potencial de
ligacbes de hidrogénio de uma molécula em particular e também é um bom preditor
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de propriedades de transporte de farmacos através das membranas celulares,
incluindo a absorcdao no intestino, em células caco-2 que correspondem a uma
importante célula de carcinoma do célon humano que mimetizam o epitélio
gastrointestinal, a barreira hematoencefélica e a biodisponibilidade (ERTL; ROHDE;
SELZER, 2000).

O calculo do volume baseia-se em grupos contribuidores. O niumero de ligacdes
rotativas mensura a flexibilidade molecular, o qual € um bom descritor da absorgéo e
biodisponibilidade dos farmacos (ERTL; ROHDE; SELZER, 2000).

A area de superficie polar total (TPSA) é calculada pela metodologia publicada
por Ertl, Rohde e Selzer (2000) como sendo a adicdo das contribuicbes dos
fragmentos moleculares, sendo considerados fragmentos polares de O e N. O PSA
mostrou ser um excelente descritor para a caracterizacao da absorcao de drogas,
incluindo absorcdo intestinal, biodisponibilidade e penetragdo da barreira
hematoenceféalica. Outro caracteristica importante para a biodisponibilidade de um
composto é a flexibilidade da molécula, que pode estar associada ao numero de
bandas rotaveis nROTB, que corresponde ao numero de ligacbes simples, fora de um
anel, ligado a um atomo néo terminal.

De acordo com Veber et al (2002), compostos com uma TPSA menor ou igual
a 140 A2 e um nROTB menor ou igual a 10 apresentaram elevada probabilidade de
boa biodisponibilidade oral. Diante disso, o isoeugenol enquadra-se neste perfil, uma
vez que a TPSA foi de 29,26 A2 e o nROTB foi de 2, apresentando grande
probabilidade de ser utilizado por via oral.

Estes critérios se confirmam na préatica, uma vez que a anfotericina B apresenta
TPSA = 319,61, ou seja, acima de 140 A? e sua administragio é restrita ao uso
parenteral, por via endovenosa. No entanto, podem ser feitas, excepcionalmente,
irrigacées em articulagdes, aparelho urinario e aplicagéao intratecal (TOLINS; RAIJ,
1991). Ainda assim, os resultados corroboram com as conclusées de Veber et al.
(2002).

Respaldando ainda os autores acima, a analise do voriconazol mostrou a TPSA
no valor de 76, 73, menos que 140 A2. Esse farmaco possibilitou a adaptagéo as
diferentes necessidades terapéuticas dos pacientes com infec¢des fungicas, uma vez
que encontra-se disponivel em formas farmacéuticas para administracdo oral
(Vfend®) e endovenoso, coincidindo com seus valores de TPSA e rROTB (QUINDOS
et al., 2007).
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O MLogP é a medida da hidrofobicidade, ou seja, é a capacidade que uma
substancia possui de interagir com as membranas celulares. Moléculas com valores
altos de MLogP tém uma maior hidrofobicidade e, consequentemente, melhor
transporte através de membranas. Assim, o isoeugenol apresentou MLogP de 2,38,
valor superior aos de antifungicos utilizados na prética clinica, como a anfotericina e
voriconazol, mostrando mais uma vez um critério positivo para sua biodisponibilidade.

Em seguida, foi averiguado a probabilidade do isoeugenol de se ligar a
determinados alvos farmacolégicos, 0 que pode ajudar a compreender como a
molécula desenvolve sua atividade biolégica, bem como seus efeitos tdéxicos. Para
isso, foi utilizado o software Molinspiration que fornece uma probabilidade do
composto de se ligar a estruturas celulares, ou seja, valores menores ou igual a 1
indicam a substancia tem grandes chances de interagir com a estrutura analisada.

O potencial de semelhanca com outros farmacos ou drug likeness do
isoeugenol foi calculado considerando o MlogP (coeficiente de particdo), massa
molecular, numero de atomos pesados, numero de aceptores de hidrogénio, numero
de doadores de hidrogénio, numero de violagdes, numero de ligagdes rotativas e
volume molecular. A bioatividade do fitoconstituinte foi verificada por calculos do
indice de atividade de ligantes de GPCR, modulador de canais ibnicos, ligantes de
receptores nucleares, inibidor de cinase e inibidor de enzima com a ajuda do software
(ERTL; ROHDE; SELZER, 2000).

Na Tabela 11 é possivel observar que o isoeugenol apresentou todos os
parametros de atividade ligante ao GPCR, modulador do canal iénico, ligante de
receptor nuclear, inibidor de quinase, inibidor de protease e inibidor enzimatico
negativos.

O voriconazol mantém as propriedades gerais dos azdlicos, ou seja, inibe a
enzima esterol-14-a-desmetilase, porém bloqueia mais intensamente a sintese de
ergosterol dos fungos filamentosos, para os quais chega a ser fungicida (MARTINEZ,
2006). Desta forma, o mecanismo de ag¢ado do agente antifungico coincide com o dado
de Inibigdo Enzimética (El) de 0,19 apresentado pelo farmaco na analise pelo
software.

O mecanismo de acdo antifungico da anfotericina B ndo envolve inibicao
enzimatica e sim a interagdo com o ergosterol das membranas fungicas (MANDELL;
PETRI, 1996). Isso € verificado nos dados apresentados na Tabela 11. O escore El
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(inibicdo enzimatica) da anfotericina B foi de -2,59, muito abaixo do voriconazol, e em

concordancia com seu mecanismo de acao.

Tabela 11 — Probabilidade de interacao com alvos farmacolégicos calculados através
do software Molispiration.

“Drug-likeness™?

Composto
GPCRL ICM Kl NRL PI El
Isoeugenol -1,02 -0,53 -1,06 -0,7 -1,35 -0,51
Voriconazol 0,23 0,17 0,14 -0,22 0,02 0,19
Anfotericina -3,06 -3,53 -3,59 -3,45 -2,45 -2,95

@Drug-likeness”: probabilidade de interacdo do composto com o alvo farmacoldgico; GPCRL:
ligante ao GPCR; ICM: modulador de canal idnico; Kl: inibidor de quinase; NRL: ligante de
receptor nuclear; PI: inibidor de protease; El: inibidor enzimatico.

Semelhante a anfotericina B, o isoeugenol também apresentou todos os seus
parametros negativos. Isso pode auxiliar na investigacdo do mecanismo de acéo do
fitoconstituinte, que pode agir da mesma forma que a anfotericina B.

Em seguida, foram calculadas as propriedades moleculares do isoeugenol, com
base em descritores moleculares utilizando a regra dos cinco de Lipinski, no software
Molinspiration Online Property Calculation Toolkit (http:/www.molinspiration.com/),

como pode ser observado na Tabela 12.

Esta andlise foi realizada fundamentada na regra dos cinco de Lipinski que
estabelece alguns parametros estruturais relevantes para a predicao teérica do perfil
de biodisponibilidade oral, que estd agregada a absorcdo e a permeabilidade de
possiveis farmacos e depende de cinco parametros: (1) nimero de grupos aceptores
de ligacao hidrogénio (nALH) menor ou igual a 10; (2) numero de grupos doadores de
ligacdo hidrogénio (nDLH) menor ou igual a 5; (3) massa molecular (MM) menor ou
igual a 500 g/mol; (4) coeficiente de particdo octanol-agua (milog P) menor ou igual a
5; (5) area de superficie polar total (TPSA) menor ou igual a 140 A. Moléculas que
violam mais do que uma destas regras podem ter problemas com a biodisponibilidade.


http://www.molinspiration.com/
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Tabela 12: Analise tedrica das propriedades fisico-quimicas do isoeugenol requeridas
para biodisponibilidade oral teérica comparada aos padrdoes da “Regra dos cinco”
Lipinski — Molinspiration.

Parametros para Avaliacao de

Substancia Biodisponibilidade
TPSA nDLH nALH Da cLogP
Isoeugenol 29,46 1 2 164.20 2.33
Voriconazol 76,73 1 6 349,32 1,49
Anfotericina 319,61 18 12 924,09 0,32
Padréao da “Regra dos <140 <5 <10 <500 <5

cinco” Lipinski

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

De acordo com os resultados obtidos no Molinspiration por meio da “Regra dos
cinco” de Lipinski (2004), foi possivel constatar que o isoeugenol apresentou uma boa
biodisponibilidade oral teérica, 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 12). Em contraste, a anfotericina violou 4 das
5 regras, 0 que na pratica condiz com seu uso majoritario por via endovenosa e nao

por via oral.

5.5.3 Osiris

Atualmente, varias abordagens foram desenvolvidas para avaliar a semelhanca
de drogas de compostos bioativos com base em descritores topoldgicos, impressoes
digitais de estrutura molecular ou outras propriedades, como peso molecular,
solubilidade em agua e cLogP (TETKO, 2005).

Para a andlise da toxicidade teérica e dos parametros farmacocinéticos do
isoeugenol, foi realizado um estudo in silico dos parametros ADMET (absorc¢ao,
distribuicao, metabolismo, excrecéo e toxicidade) com o auxilio da ferramenta Osiris

Property Explorer (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/drugScore.html). O
software envolve um banco de dados de drogas comercializadas e compostos

comercialmente disponiveis (Fluka) que utilizaum conjunto de dados néao


http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/drugScore.html
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farmacolégico para avaliar a frequéncia de ocorréncia de cada fragmento na estrutura
individual. Efeito mutagénico, tumorigénico, irritante e sobre a reprodugcdo foram
avaliados, além do potencial farmacolégico no parametro “drug-score”, que é um
parametro que combina os valores obtidos de “drug-likeness”, MLogP, solubilidade,
massa molar e riscos toxicol6égicos em um unico valor.

O programa é ideal para o desenho de estruturas quimicas, estimando
propriedades fisico-quimicas e biolégicas com um bom grau de confiabilidade e
calculando parametros extras como o drug-score, que verifica a probabilidade da
molécula virar um farmaco comercial. As anélises sao realizadas pelo software por
meio da comparagdo com dados de mais de 3.300 fa&rmacos comerciais e 15.000
substancias quimicas.

Neste estudo foram determinados o potencial de semelhanga com outros
farmacos (druglikeness) e seu potencial como candidato a farmaco (drug-score),
ambos relacionados a descritores topoldgicos, além da massa molecular, nimero de
doador/aceptor de hidrogénio, entre outras (Tabela 13). Os valores de “drug-score”
entre 0,1 e 1,0 e indica que a molécula avaliada contém grupos frequentes em

medicamentos comerciais.

Tabela 13 — Probabilidade de interacdo do isoeugenol / agentes antifiungicos com
alvos farmacoldgicos calculados através do software Osiris

“Drug score”

Compostos
CLP S D-L D-S nALH nDLH Da

Isoeugenol 2.33 -2.24 -3.96 0.10 2.00 1.00 164.20
Voriconazol 1.47 -3.23 4.08 0.84 6.00 1.00 349.32
Anfotericina 0,32 -5,07 -0,13 0,27 18 12 924,09

ltraconazol 5,15 -7,3 7,61 0,07 12 0 705,64

aCLP: clLogP; S: solubilidade; DL: “Drug-likeness”; DS: “Drug-Score”; nALH: numero de
aceptores de ligacdo hidrogénio; nDLH: nimero de grupos doadores de ligagao hidrogénio;
Da: peso molecular.

Como verificado nos resultados, o isoeugenol apresentou o parametro “drug-

score” inferior ao voriconazol e a anfotericina. Este pardmetro é uma medida do
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potencial do composto para atender aos critérios de um possivel candidato a
medicamentos. Apesar disso, 0 isoeugenol ndo pode ser descartado como possivel
farmaco, uma vez que o itraconazol, um agente antifungico utilizado na rotina clinica,
apresenta este mesmo parametro em valor menor que o isoeugenol. Assim, a escolha
de uma molécula para estudos de atividades biol6gicas e seguranga nao devem levar
em consideracao apenas um parametro.

Além dessas informacdes, o software também estimou os riscos de efeitos
colaterais, através da andlise dos parametros farmacolégicos: efeitos mutagénicos,
tumorigénicos, irritantes e reprodutivos (Figura 8). Os resultados foram classificados
de acordo com uma escala de 1 a 3, onde: 1 significa toxicidade ausente, 2 toxicidade
moderada e 3 toxicidade severa. Essas andlises de predicdo toxicologica foram
realizadas de forma comparativa com fragmentos toxicos de mais de 3000 farmacos

comerciais.

Figura 8 — Risco de toxicidade do isoeugenol comparada a antifUngicos padrao
calculados usando o programa Osiris Property Explorer.
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De acordo com os dados plotados no grafico, o isoeugenol apresenta alto risco
de desenvolver efeitos mutagénicos e reprodutivos e baixo risco em desenvolver
efeitos irritantes e tumorigénico. O risco mutagénico e reprodutivo do isoeugenol
alertado pelo software néo é corroborado com os dados publicados pelo NTP, National
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Toxicology Program, (2010). Apés a realizagdo de estudos toxicol6gicos em varios
modelos experimentais, os autores constataram que o isoeugenol nao foi mutagénico
em ensaios com Escherichia colie Salmonella typhimurium, bem como n&o induzindo
aberragdes cromossOmicas em células de ovario de hamster chinés, ndo aumentou a
frequéncia de eritrécitos micronucleados em sangue periférico de camundongos

machos expostos ao isoeugenol por gavagem durante 3 meses.

Assim, o potencial risco téxico in silico do fitoconstituinte ndo se aplica na
pratica nos testes in vivo. Além disso, outras drogas ja usadas na terapia antifungica,
como o itraconazol, também apresentam risco mutagénico in silico mas néo in vivo

em nivel de excluir seus beneficios na pratica clinica.

Este fitoconstituinte apresentou também, no ensaio in silico, probabilidade de
agir na membrana plasmatica das células. Este foi um dos motivos atribuido ao
composto para justificar sua atividade antimicrobiana. Entretanto, essa capacidade de
causar danos na membrana pode também agir em outras células eucariontes, o que
tornaria o composto toxico para uso em seres vivos. Para verificar seu possivel efeito

toxico, foi realizada a avaliagdo da atividade hemolitica do isoeugenol.

5.6 Avaliacao citotéxica do isoeugenol em eritrocitos humanos

Na avaliagdo da citotoxicidade sobre eritrocitos humanos, observou-se que o
isoeugenol ndo apresentou atividade citotoxica frente a eritrdcitos tipo A (Figura 9) e
tipo B (Figura 10), onde os valores expressos nao foram significativamente diferentes
ao controle negativo (Hb).

As avaliagdes de toxicidade abrangem ensaios efetuados nas matérias-primas,
formulacbes em desenvolvimento e produtos acabados, aos quais sdo aplicados
testes in vivo e/ou in vitro. Com relagdo aos ensaios in vitro, avaliagdo em sistemas
de cultura celular, como a citotoxicidade, assume grande importancia, por serem
sensiveis, reprodutiveis, faceis de gerenciar e envolverem menor custo (PINTO;
KANEKO; PINTO, 2010). Citotoxicidade corresponde aos efeitos adversos resultantes
da interferéncia nos processos essenciais para a sobrevivéncia, proliferacao e funcao
celular. Estes efeitos podem envolver a integridade da membrana e do citoesqueleto;
alteracées no metabolismo, na sintese e na degradacdo ou mesmo na liberacéo de



88

constituintes celulares ou produtos, na regulacdo de ions, e na divisdo celular
(OECD/GD 129, 2010).

Figura 9 — Atividade citotoxica do isoeugenol nas concentracdes de 500, 250, 100,
50 e 10 pg/ml frente a eritrocitos tipo A.
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Como controle negativo foi utilizado uma suspensao de eritrécitros (Hb=Hemoglobina).
Como controle positivo foi utilizado uma suspensao de eritrécitos + Triton X100. Os dados

foram expressos como média * e.p.m analisados pelo teste t. *p<0,05 comparado ao
controle negativo.

O resultado do teste de hemdlise apresentado na Figura 10, mostra que o
fitoconstituinte causou 5,3% (+ 0,86%) de hemdlise na concentracao de 500 pg/mL, e
exibiu um comportamento hemolitico igual ao controle negativo (Hb) nas
concentragdes de 250 a 10 ug/mL, com um percentual de hemdlise de 4,37% (+1,2%).
Esses valores apresentados, tanto na concentragcao de 500 pg/mL como no controle
negativo, ndo sao estatisticamente diferentes entre si, levando a afirmar que o

isoeugenol, nestas concentracbes, nao € citotdxico para as células utilizadas no
experimento.



89

Figura 10 — Atividade citotdxica do isoeugenol nas concentrag¢des de 500, 250,
100, 50 e 10 pg/ml frente a eritrdcitos tipo B.

Citotoxicidade B

Hemodlise (%)

S S PSS S S

& Isoeugenol (png/mL)

Como controle negativo foi utilizado uma suspensao de eritrécitros (Hb=Hemoglobina).
Como controle positivo foi utilizado uma suspenséo de eritrécitos + Triton X100. Os dados
foram expressos como média * e.p.m analisados pelo teste t. *p<0,05 comparado ao
controle negativo.

O teste de citotoxicidade in vitro é classificado na 1SO 10993-1 (Orgéo
Internacional de Padronizacdo) como o0 primeiro ensaio para avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material. Esse teste promove resultados preliminares
relacionados a interacdo entre o material e o corpo biolégico, de forma rapida e
eficiente, minimizando a necessidade de testes em animais (ROGERO et al., 2003) e
sao utilizadas diversos tipos de células, entre elas os eritrocitos humanos. Essas
células fornecem uma ferramenta acessivel para estudos de toxicidade dos
compostos, porque eles estdo prontamente disponiveis, suas propriedades de
membrana sdo bem conhecidas e sua lise é facilmente monitorada medindo a
liberacdo de hemoglobina (SITU; BOBEK, 2000). A estabilidade mecanica da
membrana eritrocitaria € um bom indicador dos efeitos danosos de compostos sobre
os eritrocitos in vitro, sendo utilizado para a pesquisa de citotoxicidade, e é
dependente das suas propriedades fisicas e estruturais (SHARMA; SHARMA, 2001).
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Diante disso, o teste in vitro para a acdo hemolitica tem sido utilizado como um dos
métodos de triagem para diferentes agentes toxicos, sendo empregado em diversos
estudos que visam avaliar a toxicidade de plantas e seus metabdlitos (KUBLIK et al.,
1996; TARIKU et al., 2011; KLENICY et al., 2013; VASCONCELOQOS, 2015; OLIVEIRA
et al., 2016).

A termo hemodlise referi-se a lise ou ruptura das membranas das hemacias,
liberando a hemoglobina para o plasma, tendo como consequéncia a
hemoglobinemia. A quantidade de hemoglobina livre no plasma depende da
capacidade e da velocidade de remogédo do pigmento pelo organismo de cada
individuo, sendo fisioldgica a quantidade de 6 mg%. Quando este valor supera 100
mQg% a hemoglobina passa a ser filtrada pelos rins e quando excessivamente alto
(superiores a 3.000 mg%), pode promover lesdo renal (CARVALHO et al., 2007;
KALEGARI et al., 2011) A hemdlise pode ocorrer como consequéncia de substancias

ou compostos utilizados como medicamentos ou presentes nas plantas.

Desta forma, a investigacao da citotoxicidade in vitro do isoeugenol através do
teste de hemdlise é de grande importancia para a comprovagao da seguranga do
composto e foi realizada de forma inédira, visto que ndo foram encontrados na
literatura estudos que avaliassem a citotoxicidade do compostos ou de Oleos
essenciais que o apresentassem como composto majoritario. Apesar disso, outros

trabalho verificaram a atividade citotéxica do isoeugenol através de outra metodologia

Zarlaha et al. (2014) estudaram os efeitos toxicos do isoeugenol sobre
linhagens cancerigenas humanas de adenocarcinoma cervical (HelLa), melanoma
(FemX), leucemia mieldide crénica (K562) e células ovarianas (SKOV3). Os autores
evidenciaram uma menor citotoxicidade do isoeugenol em comparacdo com a droga
padrao (cisplatina), sendo 20, 14, 2,8 e 2,4 vezes menos citotdxico para as linhagens
HelLa, FemX, K562 e SKOV3 respectivamente.

Leite et al. (2013) avaliaram a citotoxicidade do eugenol frente fibroblastos
NCTC929. Os pesquisadores concluiram que o fenilpropandéide néo foi citotéxico na
concentracdo de 50 pug/mL. Apesar de empregarem uma metodologia alternativa de
avaliagdo da toxicidade de substéncias, esse resultado indica uma provavel
viabilidade do uso seguro desse composto na pratica clinica e, possivelmente, do seu

isbmero.
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E admissivel amitir a hipétese de que os fenilpropandides apresentem atividade
hemolitica, uma vez sdo compostos presentes em grandes quantidades nos 6leos
essenciais e estes atuam predominantemente na superficie celular, causando a
interrupcao da integridade da membrana celular (BAKKALI et al., 2008; MIRON et al.
2014; LOPEZ-ROMERQO et al., 2015). Entretanto, outros pesquisas demonstram que
a citotoxicidade apresentada pelos 6leos esséncias ndo sao necessariamente devido
a presenca dos fenilpropandides, mais especificadamente do eugenol. Lazzarini et al.
(2015) compararam a toxicidade dos 6leos essenciais de Pimenta pseudocaryophyllus
com diferentes niveis de eugenol. Tanto o 6leo essencial adquirido comercialmente
(OCM) quanto o obtido por extracao (OEX), apresentam o eugenol como constituinte
majoritario, 66,93% e 34,38%, respectivamente. Os ensaios de citotoxicidade foram
realizados com fibroblasto murino (L929) pelo método de reducdo do MTT e
concluiram que o extrato nao apresentou citotoxicidade nas concentracdes avaliadas
(10 a 100 pg/mL), e que o OCM néo foi toxico em concentragcdes menores ou igual a
250 pg/mL e o OEX em concentracdes inferiores ou igual a 62,5 ug/mL nao
apresentaram citotoxicidade. Apesar disso, observou uma maior citotoxicidade do
OEX em relacdo ao OCM, sugerindo que a citotoxicidade dos éleos € devido a sua
matriz complexa € ndo ao eugenol exclusivamente, uma vez que, neste mesmo
estudo, o eugenol ndo apresentou citotoxicidade em concentracbes menores ou igual
a 125 pg/mL.

Diante disso, o resultado encontrado neste estudo conduz a uma avaliacdo
preliminar positiva da toxicidade do isoeugenol. Esse dado € muito importante para
verificar a seguranga desse composto, visto que 0 mesmo € encontrado em plantas
utilizadas na medicina popular e € usado incorporado em inumeros produtos de
higiene pessoal e doméstico, incluindo perfumes, cremes, sabdes e detergentes,
como agente aromatizante adicionado a bebidas n&do alcodlicas, alimentos cozidos e
gomas de mascar (NTP, 2010), e que a presenca de toxicidade restringe seu uso.

Desta forma, o isoeugenol se qualifica como potencial molécula para o
desenvolvimento de um farmaco antifungico para uso contra infecgdes. Igualmente,
estes resultados embasam a realizagcdo de futuros estudos que possibilitem a
candidatura do isoeugenol a um agente biopesticida, levando a um menor uso de
agrotoxicos na agricultura. Com isso, ocorreria uma redugdo do risco a saude

alimentar dos consumidores, da contaminacdo ambiental pelo uso de agrotoxicos, dos
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custos de produgcdo dos alimentos e aumento da eficiéncia na conservacao dos

produtos pelas produtores.



CONCLUSOES
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos na investigacao in vitro e in silico dos

efeitos antifungicos e toxicoldgicos do isoeugenol, pode-se concluir que:

*0

X/
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X/
L X4

X/
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O isoeugenol foi a substancia mais ativa entre os fitoconstituintes testados

contra as cepas de P. citrinum utilizadas na triagem microbioldgica.

O composto apresenta acado fungicida, ndo por alterar a permeabilidade da
parede celular e sim por interferir na disponibilidade do ergosterol, causando

perturbacdo na membrana plasmatica antifungica.
O efeito antifungico do isoeugenol demonstrado in vitro foi confirmado pelo
estudo in silico, que evidenciou também alta probabilidade da molécula agir na

estrutura da membrana plasmatica.

Esse fenilpropanoide apresenta parametros de biodisponibilidade condizentes

com farmacos que podem ser administradas por via oral no estudo in silico.

O isoeugenol exibiu tedrico risco toxicolégico reprodutivo e mutagénico na

analise computacional.

O composto nao foi citotdéxico para os eritrocitos sorotipo A+ e B*.
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ANEXO A - Resumo publicado no Anais do XXIll Congresso
Latinoamericano de Microbiologia.



TRABAJOS CIENTIFICOS

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los efectos de las bajas temperaturas y de la radiacion UV sobre la supervivencia de C. jejuni en el
agua bajo condiciones controladas de laboratorio.

Se recolectaron dos muestras de 5 litros de agua de laguna de uso recreacional de la ciudad de Resistencia. Se prepard una suspensién 0,5 de
Mc Farland de una cepa de C. jejuni con la cual se inocularon ambas muestras; una de ellas se colocé a 4°C y la otra se mantuvo a temperatura
ambiente expuesta a la accidn directa de la luz solar.

Utilizando secuencialmente membranas de nitrocelulosa de 0,45 pm y 0,20 um, 100 ml de cada muestra se filtraron a las 24 hs de su
inoculacion y semanalmente hasta que no se obtuvo desarrollo de Campylobacter.

Cada membrana filtrante fue colocada en caldo Bolton, incubada 4 hs a 37°C y luego 20 hs a 42°C en aerofilia. Transcurridas las 24 hs, se
realizaron repiques en medio mCCDA, incubando durante 48 hs a 42°C en microaerofilia. A las colonias que desarrollaron en mCCDA se les
realizé tincion de Gram, examen en fresco para observar la motilidad, pruebas de catalasa, de oxidasa y de crecimiento en aerofilia.

A partir de las muestras colocadas a 4°C se obtuvo desarrollo de C. jejuni hasta los 21 dias.

La sobrevida de C. jejuni en las muestras que fueron expuestas a la accion directa de la luz solar fue menor a 24 hs, periodo en el cual la
temperatura ambiente varié entre 26 y 352C.

En el presente ensayo se observé que la supervivencia de C. jejuni en agua de laguna en condiciones controladas se ve favorecida por las bajas
temperaturas e inhibida por la accién del componente UV de la luz solar.

JU-1301

Detection of Francisella noatunensis subsp. orientalis in water from aquaculture by qPCR.

MF Falcone-Dias', MV Rodrigues’, JP Araujo Junior?, R Silva’, GS David"

S50 Paulo State Agency for Agribusiness Technology (APTA), Brasil. 2Univ. Estadual Paulista (UNESP), Brasil.

Aquaculture is probably the fastest growing food-producing sector and now accounts for nearly 50 percent of the world's fish that is used for
food. In Brazil, aquaculture production has been increasing in the last years, where 82.3% of the total fish production comes from continental
aquaculture, and Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is the most farmed aquatic species. In Brazil, as well as in other tilapia producing tropical
countries has been an increase of disease outbreaks in aquaculture, and some implicated the presence of Francisella spp. We studied six cage
fish farms, localized in hydroelectrical reservoirs of Sdo Paulo state, Brazil. In these fish farms were detected by histopathology and qPCR (real
time polymerase chain reaction) Francisella noatunensis orientalis in Nile tilapia in a previous work. Thus, the main of this study was to detect
this bacteria species in water. Water samples from six fish farms, and sampling points downstream and upstream the farms were collected
(seventeen points total). The igIC gene for Francisella spp. was amplified by qPCR with the Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR
Systems. Eight points of five fish farms yielded Francisella-positive results. The identity of the isolates was confirmed by Sanger sequencing as
Francisella noatunensis orientalis, which is identified as worldwide emerging pathogen of fish. The presence of the potential pathogens in these
waters can be a contamination source to farmed and wild fish, as well as a risk for humans by consuming contaminated water or fish. Therefore,
assessment of fish pathogens in water can be an important tool for fish disease management and planning.

JU-1302

Evaluation of antifungal activity OF (+)-a-pinene against Penicillium citrinum strain of environmental origin.

SB Ferreiral, TB Dantasz, DF SiIvaz, EO Lima®

'Federal University of Campina Grande (UFCG), Cajazeiras, Paraiba, Brasil. 2Feredral University of Paraiba (UFPB), Jo3o Pessoa, Paraiba, Brasil.

Introduction: In many tropical and subtropical regions, the weather allows agricultural production throughout the year, however, these same
conditions, high humidity and optimum temperatures are also conducive to the development of fungi. The Penicillium citrinum is usually found
in subtropical and soils present less frequently in temperate regions soils. This microorganism is known to produce toxic secondary metabolites
and has been isolated from various sources, tropical soils, cereals, spice closed and hypersaline environments.

Objectives: Because of this problem, this study aimed to evaluate the antifungal activity of (+) - a-pinene front of environmental strains and
pattern of P. citrinum by determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Materials and Methods: The (+) - a - pinene was purchased
from Sigma - Aldrich (Brazil). For antifungal activity assays were selected a total of three P. citrinum strains isolated from the environment,
obtained from the collection of Mycology Laboratory, and a standard strain INCQS (National Institute for Quality Control in Health) 40,011.
Fungal suspensions were prepared and adjusted to a concentration of approximately 1x106 CFU/ml. Assays were performed by broth
microdilution technique broth, using plates 96 sterile holes and cover, with an initial concentration of 1.024 pug/ml and by means of a serial
dilution ratio of two concentrations were obtained from 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 and 2 pug/ml. It was tested the interference of DMSO and
Tween 80 in solvents growing said strains, besides the sterility of the medium, and the control microorganism. In parallel, the same procedure
was performed for the standard antifungal variconazol. The plates were aseptically sealed and incubated at 28 ° C for 7 days, to perform the
reading. The MICs for (+) - a-pinene and variconazol were defined as the lowest concentration able to visually inhibit fungal growth recorded in
the holes compared to the growth control, and MIC50, which corresponds to the concentration which inhibited 50% of the tested strains. The
experiments were performed in triplicate and the results expressed as the arithmetic mean of the MIC's obtained in the three tests and MIC50.
Results: The (+) - a-pinene inhibited the growth of strains of P. citrinum INCQS 40011 at a concentration of 256 ug/ml; environmental strains,
LM-03 and LM-21 at a concentration of 1024 pg/ml and the LM 157 strain in a concentration of > 1.024 pg/ml. Since MIC50 of the compound to
the species was 1024 pg/ml. The standard antifungal, variconazol inhibited strains INCQS 40011, LM-30, LM-161 and LM-171 at concentrations
of 256, 4, 2 and 2 u/ml respectively. The culture medium is presented sterile and functional and solvents, DMSO and Tween 80 didn’t affect the
growth of the strains.
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RESUMO: O género Penicillium é um dos géneros fungicos que possui a maior quantidade de espécies,
podendo ser encontrado nos mais variados substratos, podendo causar infec¢des hospitalares, principalmente
em individuos suscetiveis, sendo, portanto, oportunista. Devido esta problemética, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a atividade antifingica do (+)-o-pineno frente a cepas de Penicillium citrinum por
meio da determinacdo da Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM). O (+) — a — pineno foi adquirido da Sigma
— Aldrich (Brasil). Para os ensaios de atividade antifiingica foram selecionadas um total de 3 cepas de P.
citrinum isoladas de infecgdes cutineas e uma cepa padrao INCQS 40.011. Os ensaios foram realizados por
meio da técnica de microdiluicdo em caldo. Como controle, foram testado os solventes, DMSO e Tween 80,
a esterilidade do meio, o controle de micro-organismo e o antiflingico padrdo, o variconazol. As placas foram
assepticamente fechadas e incubadas a 28 °C por 7 dias, para realizag¢do da leitura. O (+)-a-pineno inibiu o
crescimento das cepas de P. citrinum INCQS 40.011 na concentragdo de 256 ug/ml; ja as cepas clinicas,
LM-161 e LM-171, a concentragdo do composto capaz de inibir o crescimento foi de 1024 pg/ml e 128
pg/ml, respectivamente, enquanto a CIM para a cepa LM 30 foi maior que 1.024 pug/ml. J4 a CIMs, do
composto para a espécie foi de 512 pg/ml. O variconazol, inibiu as cepas testadas, o meio de cultura
apresentou-se estéril e funcional e os solventes, DMSO e Tween 80, ndo interferiram no seu crescimento das
cepas.

Palavras-chave: Monoterpenos, Penicillium citrinum, Atividade antifingica, (+) — o — pineno.

INTRODUCAO desenvolvimento de microrganismos cada vez
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grande impulso (Coelho et al., 2004). A
utilizacdo de produtos naturais ou seus
derivados como agentes de controle de
populacdes microbianas atrai também a
inddstria farmacéutica, j4 que os patdgenos
associados a doencas infecciosas estdo cada
dia mais resistentes as drogas
tradicionalmente  utilizadas em  praticas
clinicas (Mesa-Arango et al. 2009). O gé€nero
Penicillium ¢ um dos géneros flngicos que
possui a maior quantidade de espécies,
podendo ser encontrado nos mais variados
substratos (Pitt & Hocking, 1997). Severas
micotoxicoses, alergias e contaminacgdes do ar
sdo atribuidas a ele, comprometendo, assim, a
saide de humanos e animais (Samson &
Frisvad, 2004). Pode também ser causador de
infeccdes hospitalares, principalmente em
individuos  suscetiveis, sendo, portanto,
oportunista (Brasil, 2009). Desta forma, a
busca de opgOes teraputicas para o
tratamentos de infec¢des causadas por este
micro-organismo torna-se cada vez mais
importante e necessdria, sendo as plantas
naturais importantes fontes destes compostos.

O interesse dos pesquisadores pelas
plantas para investigacoes de novos
antimicrobianos € devido a variedade de
substancias quimicas pertencente a diferente
classe de metabdlitos secundarios, tais como,
flavondides,

cumarinas, terpendides,

alcaldides e taninos (Cowan, 1999). Os
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compostos antimicrobianos isolados das

plantas  superiores podem agir como
reguladores do metabolismo intermedidrio,
ativando ou bloqueando reacdes enzimaticas,
afetando direta ou indiretamente uma sintese
proteica em nivel nuclear ou ribossomal, ou
mesmo alterando estruturas de membranas
(Singh e Shukla, 1984). Os componentes de
diferentes 6leos essenciais t€ém sido estudados
por possuirem atividades bioldgicas. Alguns
estudos mostram que monoterpenos
apresentam efeitos prejudiciais a membrana
celular bacteriana. Dentre os monoterpenos,
temos o a-pineno que possui dois isdmeros
ativos constitucionais: o e B-pineno. Ambos
tétm enantiomeros conhecidos na natureza
como (-)-o-pineno (mais comum em pinheiros
europeus), (+)-0-pineno (mais comum na
América do Norte), (-)-B-pineno e (+)-B-
pineno. A mistura racémica estd presente em
alguns Oleos essenciais, tais como Oleo de
eucalipto (Tabanca et al., 2007; Solomons e
Fryhle, 2009; Yang et al., 2011). Alguns
autores atribuiam a atividade antimicrobiana
de alguns dleos essenciais a este monoterpeno
(Aligiannis et al, 2001; Couladis et al, 2003;
Leite et al 2007). Por outro lado, outros
autores relataram que o o-pineno ndo
apresenta atividade antimicrobiana (Angioni
et al, 2003; Koutsoudaki; Krsek e Rodger,
2005; Yang et al, 2011). Para entender esses

resultados controversos sobre o atividade
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antimicrobiana do a-pineno, Silva et al (2012)
avaliaram os efeitos antimicrobianos dos
diferentes enantidmeros do a-pineno contra C.
albicans, C. neoformans, Rhizopus oryzae e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA). Esse estudo mostrou que apenas o
enantidmero positivo desse monoterpeno
possui atividade antimicrobiana contra os
micro-organismos testados, e que essa acdo a
foi ainda mais promissora contra a formacao
de biofilme, o que torna o-pineno util na
formulagdo de estratégias para limitar C.
albicans formacgao de biofilme.

Diante de indicios positivos da acdo
antimicrobiana do (+)-a-pineno, este trabalho
teve como objeto de avaliar a atividade
antifingica do (+)-a-pineno frente a linhagens
clinica isoladas de infeccdes cutaneas e cepa
padrao IHCQS (Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Sauide) de
Penicillium  citrinum, por meio da
determinagdo da Concentracdo Inibitdria

Minima (CIM).

METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no
Laboratério de Micologia do Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas, localizado no
Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). O
monoterpeno, (+) — o — pineno, foi adquirido

da Sigma — Aldrich (Brasil) e dissolvido de
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acordo com as recomendacdes do fabricante e
as concentracdes utilizadas nos respectivos
experimentos foram obtidas apds diluigao.
Para os ensaios de atividade antifingica
foram selecionadas um total de 3 cepas de
fungos do género Penicillium, obtidas da
colecdo do Laboratério de Micologia e uma
cepa padrio do IHCQS 40.011, as quais
foram mantidas em tubos de ensaio contendo
Agar Sabouraud Dextrose (ASD) inclinado
(DIFCO Laboratories Ltda.), a temperatura
ambiente (28° a 30°C) e a 4°C. As cepas
fungicas selecionadas foram mantidas no
meio de cultura ASD, por 10-14 dias, a
temperatura de 28 a 30°C, com a finalidade de
atingirem o crescimento satisfatério. Para o
preparo da suspensdo das cepas, as colOnias
fingicas recentes foram cobertas com 5 mL
de solucdo salina estéril (NaCl 0,85 % p/v) e,
por meio de suaves agitacOes e raspagens com
auxilio de uma alca de platina em “L”, as
suspensdes foram obtidas. Os ensaios foram
realizados por meio da técnica de
microdilui¢cdo em caldo, utilizando placas de
96 orificios estéreis e com tampa (Cleeland &
Squires, 1991; Eloff, 1998; Hadacek &
Greger, 2000). Em cada orificio da placa,
foram adicionados 100 pL. do meio liquido
Caldo Sabouraud dextrose (CSD) duplamente
concentrado. Em seguida, 100 uL da solucao
dos fitoconstituintes na concentracio inicial

de 1024 pnpg/mL (também duplamente
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concentrados), foram  dispensados  nas
cavidades da primeira linha da placa. E, por
meio de uma diluicdo seriada em razdo de
dois, foram obtidas as concentra¢des de 512,
256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 e 2 ng/mL, de modo
que na primeira linha da placa encontre-se a
maior concentracdo e, na ultima, a menor
concentracdo. Por fim, foram adicionados nas
cavidades 10 pL do indculo, de
aproximadamente 1-5 x 10° UFC/mL, das
cepas fungicas, correspondendo cada coluna
da placa a uma cepa. Para verificar a auséncia
de interferéncia dos solventes DMSO e
Tween 80, que foram utilizados na preparacio
da solu¢do dos monoterpenos, sobre o0s
resultados, foi feito um controle no qual
foram colocados nas cavidades 100 pL do
CSD duplamente concentrado, DMSO (até
10%), Tween 80 (2%) e 10 puL da suspensdo
fingica. Além disso, um controle de
microrganismo foi realizado colocando-se nas
cavidades 100 pL do CSD duplamente
concentrado, 100 pL de agua destilada estéril
e 10 pL do indculo de cada cepa. Também foi
realizado um controle de esterilidade do meio,
no qual foram adicionados 200 pL do CSD
em um orificio, na auséncia da suspensao dos
fungos. Paralelamente, 0 mesmo
procedimento foi realizado para o antifingico
padrdo Variconazol. As placas foram

assepticamente fechadas e incubadas a 28 °C

por 7 dias, para realizacdo da leitura. As CIMs
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para o (+)-a-pineno e o variconazol foram
definidas como a menor concentragdo capaz
de inibir visualmente o crescimento fungico
verificado nos orificios, quando comparado
com o crescimento controle. Os experimentos
foram realizados em triplicata e o resultado
expresso pela média aritmética das CIM’s
obtidas nos trés ensaios ¢ da CIM50, sendo
considerado a CIM para o (+)-a-pineno e para
variconazol como a menor concentragdo
capaz de inibir visualmente o crescimento
fungico verificado nos orificios, quando
comparado com o crescimento controle e
CIMS50 correspondente a concentragdo em

que inibiu 50% das cepas ensaiadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s a realizacdo dos ensaios, observou
que o (+)-a-pineno apresentou atividade
frente as cepas testadas. O monoterpenos
inibiu o crescimento da cepa ATCC IHCQS
40.011 na concentracdo de 256 pg/ml e nas
cepas clinicas LM-161 e LM-171 nas
concentragdes de 1024 pg/ml e 128 pg/ml,
respectivamente. Para a cepa LM-30 a CIM >
1024 pg/ml. Desta forma, podemos dizer que
a CIM do (+)-a-pineno foi > 1024 pg/ml e sua
CIM50 foi de 512 pg/ml. O antifungico
padrdo, variconazol, inibiu as cepas ATCC
IHCQS 40.011, LM-30, LM-161 e LM-171
nas concentracdes 256, 4, 2 e 2 ug/ml
cultura

respectivamente. O meio de
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apresentou-se estéril durante o experimento e
positivo quando inoculado com o indculo
fingico, comprovando as condi¢des de
esterilidade e eficiéncia do meio em manter
vidveis as cepas. Nos pocos onde foram
incubados o meio de cultura com os solventes
DMSO e Tween 80 e o indculo fiingico,
observou-se crescimento normal do fungo
constatando que os solventes ndo interferem
no seu crescimento nas concentracdo
utilizadas de 10% e 2%, respectivamente.

Nobrega (2013) realizou pesquisou a
atividade antifingica do alfa-pineno, mistura
racémica, e ndo conseguiu determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM) do
fitoconstituinte frente a cepas de Rhizopus
oryzae, pois mesmo na maior concentracio
preconizada pelos estudos in vitro, houve
crescimento fungico. O maior valor da CIM
detectado pela metodologia utilizada € de
1024 pg/mL.

Silva e colaboradores (2012) avaliaram a
atividade do alfa-pineno e do betapineno
sobre cepas de C. albicans, C. neoformans, R.
oryzae € S. aureus resistente a meticilina
(MRSA), porém, os mesmos avaliaram o0s
enantidmeros  separadamente, ou  seja,
avaliaram a acdo do (+)-a-pineno, (-)-o-
pineno, (+)-B-pineno e o (-)-B-pineno e
concluiram que apenas os enantiomeros
positivos do alfa-pineno e beta-pineno

possuiam atividade antimicrobiana € o0s
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enantidmeros negativos ndo mostraram

atividade até o valor de 20mg/mL.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos,
concluimos que o (4)-a-pineno possui
atividade contra as cepas de Penicillium
citrinum, tornando-o um candidato a
pesquisas mais profundas a respeito do seu
mecanismo de acdo e atividade contra outras

espécies de micro-organismo.
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Graphical Abstract Abstract.

Human mycoses have controversial treatment,
since the available antifungal drugs besides
favoring the appearance of resistant isolates, can
present great toxicity to the human organism.
This fact has driven the search for more efficient,
safe and natural therapeutic alternatives with the
objective of reversing this scenario of resistance
presented by pathogenic fungi, for this, new
natural and effective alternatives, such as the use
of plant extracts, natural compounds and semi-

synthetic, have been extensively investigated for
the development of new drugs. In view of this
scenario, this study aims to evaluate the
antifungal activity of isoeugenol in vitro against
strains of Penicillium citrinum. For this, the broth
microdilution technique was used to determine
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and Minimum Fungicide Concentration (MFC) of
1soeugenol and voriconazole. The concentrations
by which the strains were submitted, 1024 pg/mL
to 0.5 ug/mL, were obtained by means of serial
dilution at a ratio of two, so that in the first row
of the plate is the highest concentration and in the
last , the lowest concentration. Finally, 10 pL of
the fungal inoculum of each isolate was added to

the wells, where each strain was placed on a plate



http://sciforum.net/conference/mol2net-03

MOL2NET, 2017, 3, doi:10.3390/mol2net-03-xxxx 2

column. MIC was defined as the lowest
concentration capable of inhibiting fungal growth
visually verified by maintaining the original
coloration of the medium. After reading the MIC,
aliquots of 20 uL of the supernatant from the
wells where complete inhibition of fungal growth
in the microdilution plates were observed were
plated on Sabouraud dextrose agar plates. Plates
were incubated, and MFC was considered the
lowest concentration at which growth was less
than 3 colonies. The assays were performed in
triplicate and the geometric mean was calculated.
The CIM of isoeugenol varied between 256 and
32 pg/mL, being the highest MIC value for the
LM-21 strain and the lowest value for the LM-02,
LM-03, LM-08, LM-155, LM- 157 and LM-161.
The MIC range of voriconazole was 0.5 to 256
pug/mL. The MFC of isoeugenol varied between
64-512 pg/mL and for voriconazole it was 2
pug/mL and above 1024 pg/mL. In this way, we
can conclude that isoeugenol presented an
antifungal effect, which enables it as a potential
antifungal drug, requiring complementary tests
that clarify the mechanism of action involved in
its antimicrobial activity.

Introduction

The indiscriminate use of antifungal compounds led to the emergence of multiresistant
microorganisms for the drugs used in the medical routine. Antifungals considered first choice, especially
for dermatophyte and nondermatophytic fungi and new opportunistic pathogenic fungi isolated from
immunocompromised patients, have become intrinsically resistant, with resistance developed in
response to drug exposure during pharmacological treatment [1-4].

This problem is further accentuated, since treatment with antifungal drugs available in addition
to favoring the emergence of resistant isolates can present great toxicity to the human organism.
Furthermore, the increase in the number of immunocompromised patients, associated with a greater
resistance of fungal strains, poses a challenge to the pharmaceutical industry in the search for new
therapeutic agents that present greater safety, efficacy and low toxicity [5-6].

Given this scenario, there was a greater search for more efficient, safe and natural therapeutic
alternatives. As alternatives, plants are extremely rich sources of molecules with medicinal potential,
however, only about 25% of the medicines produced in Brazil are of vegetable origin. However, the
academic interest in this topic has been growing, especially due to indications of empirical origin [7-9].
Among the secondary metabolites produced by plants, we have the essential oils. They are volatile
compounds extracted from plants, often as part of the natural defense of plants against microorganisms.
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There is still a lot to learn about the mode of action of essential oils, but a common and important feature
is their hydrophobicity, which allows interaction with the cell membrane, leading to leakage of important
ions and other compounds [10].

Isoeugenol is an essential oil of the subgroup of phenylpropanoids, being chemically designated
as 2-methoxy-4- (1-propenyl) phenol, it is naturally present in a naturally occurring phenolic constituent
of clove oil, monkey orange, basil, the petunia flower [11-12]. It’s used in perfumes, soaps, detergents,
air purifiers and as a flavoring agent in cosmetics and food products. In addition, isoeugenol has a
propenyl moiety and beneficial properties such as antioxidants and anti-inflammatory [13-16].

The aim of the present study was to verify the in vitro antifungal effect of isoeugenol against
strains of Penicillium citrinum. The objective of the present study was to verify the in vitro antifungal
effect of isoeugenol in the literature on the antimicrobial activities of essential oils and of the various
biological properties of phytoconstituents.

Materials and Methods

Isoeugenol and voriconazole were purchased from Sigma-Aldrich® (Sao Paulo, SP, Brazil). The
solutions were prepared at the time of the tests, dissolving them first in 5% dimethylsulfoxide (DMSO)
and 2% Tween 80 (Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, Brazil), and using sterile distilled water to perform the
dilutions employed in the tests.

The fungal strains used were of the species Penicillium citrinum of clinical origin (LM-02, LM-
03, LM-04, LM-08, LM-30, LM-145, LM-155, LM-157, LM-161, LM -171 and LM-278) and standard
INCQS 40011 (National Institute for Quality Assurance in Health) and performed an inoculum a fungal
suspension and adjusted 0.5 scale Mc Farland, which corresponds to approximately 1-5 x 106 CFU / mL
[17-19].

For the determination of Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Fungicidal
Concentration of isoeugenol and voriconazole were carried out using the broth microdilution technique
[17-20]. Sterile, capped 96-well plates were used. At each well in the plate, 100 pul of doubly concentrated
RPMI-1640 was added. Then 100 pl of the solution of the doubly concentrated products were dispensed
into the wells of the first row of the plate. The concentrations by which the strains were submitted, 1024
pg / mL to 0.5 pg / mL, were obtained by means of serial dilution at a ratio of two, so that in the first
row of the plate is the highest concentration and in the last , the lowest concentration. Finally, 10 pL of
the fungal inoculum of each isolate was added to the wells, where each strain was placed on a plate
column.

The plates were then aseptically closed and incubated at the temperature and time suitable for the
reading. Subsequently, the results were observed observing the change of the RPMI medium. MIC was
defined as the lowest concentration capable of inhibiting fungal growth visually verified by maintaining
the original (pink) coloration of the medium. The assays were performed in triplicate.

After reading the CIM, aliquots of 20 pL of the supernatant from the wells where complete
inhibition of fungal growth in the microdilution plates were observed were seeded on Sabouraud
dextrose agar plates and incubated. CFM was considered the lowest concentration in which growth was
less than 3 colonies (approximately 99 to 99.5% of death activity). The assays were performed in
triplicate and the geometric mean was calculated [21].

Results and Discussion
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According to results obtained from the Minimum Inhibitory Concentration test described in Table
1, we can observe that the MIC of isoeugenol ranged between 256 and 32 pg/mL among the strains,
being the highest MIC value for the LM-21 strain and the lowest value for LM-02, LM-03, LM-08, LM-
155, LM-157 and LM-161 strains.

Table 1 - Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Fungicide Concentration values for
isoeugenol and voriconazole against Penicillium citrinum strains.

Strains of Penicillium Isoeugenol Voriconazol
- (ug/mL) (ug/mL) *Cl #5C2
curimm MIC MEC MIC MEC
INCQS 40011 64 64 256 + + -
LM-02 32 64 64 128 + -
LM-03 32 64 0,5 2 + -
LM-04 256 512 + + + -
LM-08 32 64 0,5 + + -
LM-30 128 256 8 16 + -
LM-145 64 128 32 32 + -
LM-155 32 64 64 64 + -
LM-157 32 64 1 4 + -
LM-161 32 64 2 8 + -
LM-171 64 64 2 8 + -
LM-278 64 128 256 + + -

* C1 - Control of microbial growth: wells containing RPMI-1640 broth, DMSO (5%), Tween 80 (2%)
and the inoculum of each strain, in the absence of the phytoconstituent or antifungal. ** C2 - Culture
medium sterility control: wells containing RPMI-1640 broth, DMSO (5%), Tween 80 (2%), in the
absence of the phytoconstituent or antifungal. (+): fungal growth. (-): absence of fungal growth.

After the MIC of isoeugenol was found for the strains of P. citrinum, the Minimum Fungicide
Concentration (CFM) was determined. As described in Tables 2 and 4, we can observe that isoeugenol
presented a CFM at the concentration of 2 pg/mL for 8.33% of the strains, from 4 pg/mL to 16.7% of
the strains, 8 pg/mL for 33.33% of the strains, from 16 pg/mL to 41.67% of the strains, from 32 pg/ mL
to 50% of the strains, from 64 pg/mL to 58.33% of the strains, from 128 pg/mL to 66.67% of the strains
and 512 pg/mL to 100% of the samples.

Pizzolitto et al. [22] also screened strains of the filamentous fungus Aspergillus parasiticus using
the phytochemicals: thymol, carvacrol, eugenol, isoeugenol, creosol, m-Creosol, p-Creosol, o-Cresol
and phenol. In this study, they found that isoeugenol had a MIC of 206 pg/mL, which was lower than
those found in the other compounds tested, showing its potency against the microorganism, including
carvacrol. This result corroborates the MIC values obtained in this study, since the highest MIC value
for Penicillium citrinum was 256 pg/mL.

143



MOL2NET, 2017, 3, doi:10.3390/mol2net-03-xxxx 5

For the control of the experiments, voriconazole was used as standard antifungal. Although there
are studies in the literature using voriconazole in several species of fungi, this study unprecedentedly
carried out the determination and characterization of the antifungal activity of the substance against
standard and clinical strains of Penicillium citrinum.

In the experiments performed in this study, the MIC of voriconazole had a considerable variation,
showing a great difference of sensitivity between the strains used. The MIC range of antifungal was 0.5
to 256 pg/mL, and for LM-21 strain it was not possible to define the minimum inhibitory concentration
because it was higher than 1024 pg/mL and the lowest MIC value was for strain LM-03 (Table 1).

Regarding CFM, we can observe that voriconazole presented a variation of 2 pg/mL at values
higher than 1,024 pg/mL among the strains used, establishing a CFM at the concentration of 2 pg/mL
for 8.33% of the strains. 4 pg/mL for 16.67% of the strains, from 8 pg/mL to 33.33% of the strains, from
16 pg/mL to 41.67% of the strains, from 32 pg / mL to 50% of the strains. 64 ug/mL for 58.33% of the
strains and from 128 pg/mL to 66.67% of the strains.

It is important to note that for 33.33% of the samples it was not possible to detect CFM because
there was growth above 1024 pg/mL (Table 1). Voriconazole was first introduced in clinical use in 1995
and approved by the Food and Drug Administration (FDA) in the United States in May 2002 and in
Brazil in July 2012 [23-25].

It is a new anti-fungal agent of the triazole class that shows promise for the treatment of a broad
spectrum of fungal pathogens, including species of Aspergillus, Candida, Cryptococcus neoformans,
Penicillium marneffei, Scedosporium apiospermum among others [26-35].

Conclusions

The demonstration of the antifungal effect of the phenylpropanoic acid isoeugenol on strains of
P. citrinum in vitro makes the molecule a candidate for a possible drug to be used as an agent in the fight
against agricultural pests and in infections against other microorganisms.
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RESUMO: O género Penicillium é um dos géneros fungicos que
possui a maior quantidade de espécies, podendo ser
encontrado nos mais variados substratos, podendo causar
infeccbes  hospitalares, principalmente em individuos
suscetiveis, sendo, portanto, oportunista. Devido esta
problematica, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade fungitéxica do (+)-a-pineno frente a cepas de
Penicillium citrinum por meio da determinacao da Concentragéao
Inibitoria Minima (CIM). Para os ensaios de atividade
antifangica foram selecionadas um total de 12 cepas de P.
citrinum de origem clinica e ambiental e uma cepa padrao
INCQS 40.011. Os ensaios foram realizados por meio da
técnica de microdiluicdo em caldo. Como controle, foram
testado os solventes, DMSO e Tween 80, a esterilidade do
meio, 0 controle de micro-organismo e o antifungico padrao, o
voriconazol. As placas foram assepticamente fechadas e
incubadas a 28 °C por 7 dias, para realizacado da leitura. O (+)-
a-pineno inibiu o crescimento das cepas de P. citrinum, sendo
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sua CIM para a espécie o valor de <1.024 ug/ml e o voriconazol
teve sua CIM determinada em 1.024 pg/ml. O meio de cultura
apresentou-se estéril e funcional e os solventes nao interferiram
no crescimento das cepas. Desta forma, pode-se concluir que
o (+)-a-pineno apresentou atividade frente as cepas testadas,
necessitando de testes complementares que elucidem o
mecanismo de agao da substancia.

Palavras-chave: a — pineno. Atividade antifungica. Penicillium

citrinum.
1 INTRODUGAO

Ao longo das ultimas décadas, desde a descoberta das
penicilinas naturais, o avango da industria farmacéutica levou
ao surgimento de diversos antimicrobianos, com espectro de
acao cada vez mais amplo. Entretanto, devido ao uso abusivo
e indiscriminado de antimicrobianos, observa-se, hoje, o
desenvolvimento de micro-organismos cada vez mais
resistentes aos antibidticos convencionais, o que pode ser um
fator relevante para o surgimento de doencas infecciosas de
dificil controle (AKINPELU, 2001). Em decorréncia do aumento
da resisténcia, a busca por substancias antimicrobianas
derivadas de plantas teve um grande impulso (COELHO et al.,
2004). A utilizagdo de produtos naturais ou seus derivados
como agentes de controle de populagbes microbianas atrai
também a indlstria farmacéutica, j& que os patdgenos
associados a doencgas infecciosas estdo cada dia mais
resistentes as drogas tradicionalmente utilizadas em praticas
clinicas (MESA-ARANGO et al. 2009). O género Penicillium é
um dos géneros fungicos que possui a maior quantidade de

espécies, podendo ser encontrado nos mais variados
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substratos (PITT; HOCKING, 1997). Severas micotoxicoses,
alergias e contaminagbes do ar sdo atribuidas a ele,
comprometendo, assim, a saude de humanos e animais
(SAMSON; FRISVAD, 2004). Pode também ser causador de
infeccbes  hospitalares, principalmente em individuos
suscetiveis, sendo, portanto, oportunista (BRASIL, 2009).
Desta forma, a busca de opcoes terapéuticas para o
tratamentos de infec¢des causadas por este micro-organismo
torna-se cada vez mais importante e necessaria, sendo as
plantas naturais importantes fontes destes compostos.

O interesse dos pesquisadores pelas plantas para
investigagbes de novos antimicrobianos € devido a variedade
de substancias quimicas pertencente a diferente classe de
metabdlitos secundarios, tais como, cumarinas, flavonoides,
terpendides, alcaldéides e taninos (COWAN, 1999). Os
compostos antimicrobianos isolados das plantas superiores
podem agir como reguladores do metabolismo intermediério,
ativando ou bloqueando reac¢6es enzimaticas, afetando direta
ou indiretamente uma sintese proteica em nivel nuclear ou
ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de membranas
(SINGH; SHUKLA, 1984).

Os componentes de diferentes 6leos essenciais tém sido
estudados por possuirem atividades biolégicas. Alguns estudos
mostram que monoterpenos apresentam efeitos prejudiciais a
membrana celular bacteriana. Dentre 0os monoterpenos,
encontra-se 0 a-pineno, que possui dois isbmeros ativos
constitucionais: a e f-pineno. Ambos tém enantibmeros
conhecidos na natureza como (-)-a-pineno (mais comum em
pinheiros europeus), (+)-a-pineno (mais comum na América do
Norte), (-)-B-pineno e (+)-B-pineno. A mistura racémica esta
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presente em alguns 0&leos essenciais, tais como Oleo de
eucalipto (TABANCA et al., 2007; SOLOMONS; FRYHLE, 2009;
YANG et al, 2011). Alguns autores atribuiam a atividade
antimicrobiana de alguns 6leos essenciais a este monoterpeno
(ALIGIANNIS et al, 2001; COULADIS et al, 2003; LEITE et al
2007). Por outro lado, outros autores relataram que o a-pineno
nao apresenta atividade antimicrobiana (ANGIONI et al, 20083;
KOUTSOUDAKI; KRSEK; RODGER, 2005; YANG et al, 2011).
Para entender esses resultados controversos sobre o atividade
antimicrobiana do a-pineno, Silva et al (2012) avaliaram os
efeitos antimicrobianos dos diferentes enantibmeros do a-
pineno contra C. albicans, C. neoformans, Rhizopus oryzae e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Esse
estudo mostrou que apenas o enantibmero positivo desse
monoterpeno possui atividade antimicrobiana contra os micro-
organismos testados, e que essa acdo a foi ainda mais
promissora contra a formagéao de biofilme, o que torna a-pineno
util na formulagdo de estratégias para limitar C. albicans
formacao de biofilme.

Diante de indicios positivos da acédo antimicrobiana do
(+)-a-pineno, este trabalho teve como objeto avaliar a atividade
antifangica do (+)-a-pineno frente a linhagens clinica,
ambientais e cepa padrdao INCQS (Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude) de Penicillium citrinum, por
meio da determinagédo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM).
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2 MATERIAIS E METODO

O trabalho foi realizado no Laboratério de Micologia do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, localizado no Centro
de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB). O monoterpeno, (+) — a — pineno, foi adquirido
da Sigma — Aldrich (Brasil) e as solugdes foram preparadas no
momento de execugao dos testes, dissolvendo-o primeiramente
em Tween 80 a 2% e DMSO em uma propor¢ao de até 10%, e
utilizando agua destilada estéril para alcancar as concentracoes
desejadas (CLEELAND; SQUIRES, 1991). Para os ensaios de
atividade antifungica foram selecionadas um total de 12 cepas
de Penicillium citrinum, obtidas da colecdo do Laboratério de
Micologia e uma cepa padrao do INCQS 40.011, as quais foram
mantidas em tubos de ensaio contendo Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) inclinado (DIFCO Laboratories Ltda.), a
temperatura ambiente (28° a 30°C) e a 4°C.

Para manutencao das cepas selecionadas e realizagéo
dos ensaios de atividade antifingica foram utilizados Agar
Sabouraud Dextrose — ASD e Caldo Sabouraud Dextrose —
CSD (DIFCO Laboratories Ltda, USA), os quais foram
preparados conforme instru¢gdes do fabricante. Antes de sua
utilizagdo, os meios serdo solubilizados em 4gua destilada e
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

As cepas fungicas selecionadas foram mantidas no meio
de cultura ASD, por 10-14 dias, a temperatura de 28 a 30°C,
com a finalidade de atingirem o crescimento satisfatério. Para o
preparo da suspensao das cepas, as colbnias fungicas recentes
foram cobertas com 5 mL de solucao salina estéril (NaCl 0,85
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% p/v) e, por meio de suaves agitagdes e raspagens com auxilio
de uma alga de platina em “L”, as suspensdes foram obtidas.

A mistura resultante de conidios e fragmentos de hifas foi
retirada e transferida para tubos de ensaio esterilizados. Em
seguida, essas suspensdes foram agitadas por 2 minutos com
auxilio do aparelho Vortex (FANEM), comparando-se e
ajustando-se, posteriormente, sua turbidez com a escala 0,5 de
McFarland, a qual corresponde a um in6culo de
aproximadamente 10® unidades formadoras de coldnias/mL
(UFC/mL). Por fim, foi realizada a contagem celular em camara
de Neubauer e as suspensdes serdo ajustadas no
espectrofotometro (Leitz-Fhotometer 340-800), para conter
aproximadamente 1x10® UFC/mL. (CLEELAND; SQUIRES,
1991; HADACEK; GREGER, 2000; SAHIN et al., 2004;
SANTOS; HAMDAN, 2005).

A quantificacdo do in6culo sera confirmada por meio do
plagueamento de 0,01 mL das suspensdes em ASD. As placas
serdo incubadas a 28°C e examinadas diariamente para a
contagem das colbnias, determinando as UFC em 1 mL.

Os ensaios foram realizados por meio da técnica de
microdiluicdo em caldo, utilizando placas de 96 orificios estéreis
e com tampa (CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998;
HADACEK; GREGER, 2000). Em cada orificio da placa, foram
adicionados 100 uL do meio liquido Caldo Sabouraud dextrose
(CSD) duplamente concentrado. Em seguida, 100 pL da
solugé@o dos fitoconstituintes na concentragéo inicial de 1024
Mg/mL (também duplamente concentrados), foram dispensados
nas cavidades da primeira linha da placa. E, por meio de uma
diluicho seriada em razdo de dois, foram obtidas as
concentragdes de 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 e 2 pyg/mL, de
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modo que na primeira linha da placa encontra-se a maior
concentragdo e, na ultima, a menor concentragdo. Por fim,
foram adicionados nas cavidades 10 pL do indéculo, de
aproximadamente 1-5 x 10® UFC/mL, das cepas fungicas,
correspondendo cada coluna da placa a uma cepa.

Para verificar a auséncia de interferéncia dos solventes
DMSO e Tween 80, que foram utilizados na preparacado da
solucdo dos monoterpenos, sobre os resultados, foi feito um
controle no qual foram colocados nas cavidades 100 uL do CSD
duplamente concentrado, DMSO (até 10%), Tween 80 (2%) e
10 uL da suspenséo fungica. Além disso, um controle de micro-
organismo foi realizado colocando nas cavidades 100 yL do
CSD duplamente concentrado, 100 pL de agua destilada estéril
e 10 uL do inéculo de cada cepa. Também foi realizado um
controle de esterilidade do meio, no qual foram adicionados 200
ML do CSD em um orificio, na auséncia da suspensao dos
fungos. Paralelamente, o mesmo procedimento foi realizado
para o antifungico padrao voriconazol. As placas foram
assepticamente fechadas e incubadas a 28 °C por 7 dias, para
realizacéo da leitura.

As CIMs para o (+)-a-pineno e o voriconazol foram
definidas como a menor concentracdo capaz de inibir
visualmente o crescimento fungico verificado nos orificios,
quando comparado com o crescimento controle. Os
experimentos foram realizados em triplicata e o resultado
expresso pela média aritmética das CIM’s obtidas nos trés
ensaios e da CIMso, sendo considerado a CIM para o (+)-a-
pineno e para voriconazol como a menor concentragao capaz
de inibir visualmente o crescimento fangico verificado nos
orificios, quando comparado com o crescimento controle e
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CIMso correspondente a concentracdo em que inibiu 50% das
cepas ensaiadas (SANTOS; HAMDAN, 2005).

A atividade biologica dos produtos sera interpretada,
através de sua CIM, conforme os seguintes critérios: 50-100
pMg/mL = atividade excelente/6tima; 100-500 pg/mL = atividade
moderada; 500-1000 ug/mL = baixa atividade; maior que 1000
pug/mL = produto inativo (HOLETZ et al., 2002; HOUGHTON et
al, 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés a realizagdo dos ensaios, observou que o (+)-0-
pineno apresentou atividade frente as cepas testadas. O
monoterpenos inibiu o crescimento da cepa INCQS 40.011 na
concentracao de 256 pug/ml e para as cepas ambientais a CIM
variou entre 1.024 ug/ml e < 1.024 pg/ml, conforme mostrado
na Tab. (1).
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Tabela 1. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do (+) - a-

pineno frente a cepas de P. citrinum de origem ambiental
Concentragae Inibitoria Minima (CIM) pgiml

Cepas
[+] - o-pineno INCQE LM-03 LM-21 LM-157
40011

1.024 - - - +
h12 - + + +
258 - + + +
128 + + + +
g4 + + + +
32 + + + +
16 + + + +
& + + + +
4 + + + +
2 + + + +
Meio - - - -
Micro- + + + +
organisma

CMSO + + + +
Tween 30 + + + +

Fante: Experimenta (Ferrsira et al. 2016)

Fonte: Experimento (Ferreira et al. 2016)

Ja para as cepas clinicas, a CIM variou entre 128 pg/ml
e < 1.024 pg/ml, conforme a Tab. (2).
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Tabela 2. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do (+) - a-
pineno frente a cepas de P. citrinum de origem clinica

Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) pg/ml

(+) - o- Cepas
pineno M M LM LM M M LM LM
02 08 30 145 155 161 171 278

1.024 - - + + - - - +
512 + + + + + + - +
256 + + + + + + - +
128 + + + + + + - +
64 + + + + + + + +
32 + + + + + + + +
16 + + + + + + + +
8 + + + + + + + +
4 + + + + + + + +
2 + + + + + + + +
Meio - - - - - - - -
Micro- + + + + + + + +
organismo
DMSO + + + + + + + +
Tween 80 + + + + + + + +

Fonte: Experimento (Ferreira et al. 2016)

Desta forma, pode-se afirmar que a CIM do (+)-a-pineno
foi > 1024 pg/ml e sua CIMso foi de 1024 pg/ml, uma vez que
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nesta concentragdo o composto inibiu o crescimento de 66,7%
das cepas testadas.

Tabela 3. Concentracao Inibitéria Minima do Voriconazol frente
a cepas de P. citrinum de origem clinica

Concentragao Inibitéria Minima (CIM) pg/ml

Voriconazol Cepas

LM LM LM LM LM LM LM LM

02 08 30 145 155 161 171 278
1.024 - - - - - - - -
512 - - - - - - - -
256 - - - - - - - -
128 - - - - - - - +
64 - - - - - - - +
32 + - - - + - - +
16 + - - + + - - +
8 + - - + + - - +
4 + - + + + - - +
2 + - + + + - - +
1 + - + + + - + +
0,5 + - + + + - + +
Meio - - - - - - - -
Micro-
organismo + + + + + + + +

Fonte: Experimento (Ferreira et al. 2016)
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O antifungico padrédo utilizado no experimento,
voriconazol, inibiu as cepas ATCC INCQS 40.011 na
concentragdo de 256 pg/ml, e para as cepas ambientais e
clinicas, a CIM variou entre < 1.024 e 0,5 pug/ml, como mostram
as Tab. (3) e Tab. (4).

Tabela 4. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do Voriconazol
frente a cepas de Penicillium citrinum de origem ambiental

Concentragéao Inibitéria Minima (CIM) pg/ml

Cepas
Voriconazol INCQS 40011 LM-03 LM-21 LM-157

1.024 - - - -
512 - - + -
256 - - + -
128 + - + -
64 + - + -
32 + - + -
16 + - + -
8 + - + -
4 + - + -
2 + - + -
1 + - + -
0,5 + - + +
Meio - - - -
Micro-

organismo + + + +

Fonte: Experimento (Ferreira et al. 2016)
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Com isso, a CIM do voriconazol foi determinada na
concentragao de 1.024 pg/ml para a espécie estudada.

Foi observado também que o meio de cultura
apresentou-se estéril durante o experimento e positivo
(crecimento) quando inoculado com o in6culo fangico,
comprovando as condi¢des de esterilidade e eficiéncia do meio
em manter viaveis as cepas. Nos pocos onde foram incubados
0 meio de cultura com os solventes DMSO e Tween 80 e o
inéculo fungico, observou-se crescimento normal do fungo
constatando que os solventes ndo interferem no seu
crescimento nas concentragdo utilizadas de 10% e 2%,
respectivamente, como mostrado nas Tab, (1), Tab. (2), Tab (3)
e Tab. (4).

Algumas cepas de P. citrinum apresentardo uma CIM
elevada, em comparacao a cepa padrao INCQS aqui utilizada.
Esse perfil parece ser uma caracteristica comum em algumas
cepas da espécie, visto que Paiva (2013) também observou um
perfil de resisténcia diferenciado em outros isolados de P.
citrinum. No estudo, foram testadas 16 compostos sintéticos
contra P. citrinum. Destes, 4 tiveram sua CIM determinanda em
500 pg/ml e 12 compostos tiveram sua CIM maior que 500
ug/ml. Destre as 6 espécies fungica testadas, o P. citrinum foi o
que teve a menor sensibilidade diante das substancias
sintéticas analisadas no estudo, o que demonstra uma
resisténcia a compostos antifungicos.

O estudo aqui realizado é pioneiro pois, até a presente
data, ndo foi publicado na literatura nenhuma pesquisa que
avaliasse a acao do enantiomero positivo do alfa-pineno frente
a cepas de P. citrinum, nem a outra cepa do género.
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Alguns estudos sobre o monoterpeno aqui testado sé&o
disponibilizadosna literatura. Nobrega (2013) pesquisou a
atividade antifungica do alfa-pineno, a mistura racémica, e nao
conseguiu determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) do
fitoconstituinte frente a cepas de Rhizopus oryzae, pois mesmo
na maior concentracdo preconizada pelos estudos in vitro,
houve crescimento fungico. O maior valor da CIM detectado
pela metodologia utilizada é de 1.024 pg/mL.

Silva et al. (2012) avaliaram a atividade do alfa-pineno e
do betapineno sobre cepas de C. albicans, C. neoformans, R.
oryzae e S. aureus resistente a meticilina (MRSA), porém, os
mesmos avaliaram os enantibmeros separadamente, ou seja,
avaliaram a acao do (+)-a-pineno, (-)-a-pineno, (+)-B-pineno e
o (-)-B-pineno e concluiram que apenas 0s enantibmeros
positivos do alfa-pineno e beta-pineno possuiam atividade
antimicrobiana e os enantibmeros negativos nao mostraram
atividade até o valor de 20 mg/mL.

Outro ponto que pode-se destacar nesta pesquisa é a
determinagao da Concentracgao Inibitéria Minima do voriconazol
para a especie de P. citrinum. Este é o primeiro registro na
literarura que define a CIM do antibiético para a espécie.

Duarte et al. (2012) realizou a determinagdo da CIM do
voriconazol para as espécies Trichosporon asabhii, Trichosporon
coremiiforme, Candida carpophila (syn. C. guilliermondii),
Galactomyces candidum e Cryptococcus laurentii, encontrando
as faixas de CIM de 30 ug/mL para T. asahii, 30 — 60 ug/mL
para para T. coremiiforme, 60 ug/mL para C. laurentii, 60 — 125
Mg/mL para C. carpophilae 125 — 250 ug/mL para G. candidum.
Esses valores sdo menores do que o encontrado em nosso
estudo, 1.024 pg/mL, mostrando mais uma vez uma maior
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resisténcia da espécie fungica utilizada neste estudo frente as
substancias antifungicas testadas.

4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir
que, mesmo diante do perfil de resisténcia do micro-organismo
utilizada no estudo, o (+)-a-pineno possui atividade contra as
cepas de Penicillium citrinum, tornando-o candidato a
pesquisas mais profundas a respeito do seu mecanismo de
acao e atividade contra outras espécies fungicas.
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Abstract: This increase in the prevalence of drug-resistant pathogens occurs at a time when the discovery and
development of new antimicrobial agents occur slowly. In this context, the objective of this study was to investigate the
antifungal activity of isoeugenol, a phenylpropanoid, by in vitro and in silico assays against Penicillium citrinum strains.
For in silico analysis, the software PASS online, Molinspiration and Osiris were used. For the determination of Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimal Fungicide Concentration (MFC) of isoeugenol and voriconazole were
carried out using the broth microdilution technique. PASS online has shown that isoeugenol has the opportunity to present
antiseptic, antifungal, antibacterial, antimycobacterial activities. Molinspiration showed that the phytoconstituent has good
potential for oral bioavailability. In the analysis with the Osiris program, it was demonstrated that isoeugenol has low
irritant and tumorigenic risk. The MIC of isoeugenol varied between 256 and 32 pg/mL, MICso of 64 pg/mL and MICoo
was 128 pg/mL. The MFCso, MFCgo and MFC of the isoeugenol for P. citrinum species were, respectively, 64, 256 and
518 pg/mL. After analysis, it was verified that the isoeugenol have bactericidal effect against the strains of P. citrinum.
After these results, it is important to discover the mechanism of action involved in the antifungal action of the compound,
as well as in vitro and in vivo toxicity tests.The abstract should not exceed 250 words for review papers summarizing the
essential features of the article.
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toxicity.

1. INTRODUCTION

The great quantity and diversity of these secondary
vegetable metabolites has been attracting the interest of
researchers from different areas of science, who see in plants
a promising source for the discovery of molecules with
potential human use, with significant commercial value in
the pharmaceutical, food, agronomic and cosmetic [1]. These
studies are important for the discovery of compounds with
biological activities, since their structural diversity of these
substances is greater than that presented by most of the
combinatorial ~ strategies performed in heterocyclic
compounds [2]. These characteristics give these compounds
a greater possibility of becoming tools in the fight against
diseases, among them microbial infections.

This possibility is very useful in view of the current
scenario of effective drug shortages in the fight against
fungal infections. Since the discovery of antimicrobial
compounds in the 20th century, antimicrobial agents have
substantially reduced the threat of infectious diseases. The
use of these substances associated with improvements in
sanitation, housing, food production and immunization
programs has led to a dramatic reduction in human morbidity
and mortality. However, due to several factors, including the
inadequate use of antibiotics and the exchange of genetic
resistance information among species of the most diverse

XXX-XXX/14 $58.00+.00

microorganisms, multiresistant strains are increasingly

emerging [3-5].

This increase in the prevalence of drug-resistant
pathogens occurs at a time when the discovery and
development of new antimicrobial agents occur slowly [6].
Consequently, there is concern that in the near future it may
be an increasing number of potentially intractable infections.
To aid and direct research in this area, the computational
analysis of the molecules are performed previously to select
the candidates with greater probability of activity and less
risk in the in vivo use. The use of computational tools, in
silico study, brought more speed and efficiency in the
development of new drugs.

The in silico drug discovery process involves the
identification of the target of interest (receptor structure), the
choice of compounds from inhibitor bases, evaluation of
protein interaction with possible inhibitors, and calculation
of pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of
possible inhibitors [7]. Thus, in silico drug discovery
implementations prove to be beneficial as they accelerated
the progression of bringing a drug to the market by reducing
the cost and time of production required to perform such in
vitro screens [8,9]. In this context, the objective of this study
was to investigate the antifungal activity of isoeugenol, a

© 2014 Bentham Science Publishers
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phenylpropanoid, by in vitro and in silico assays against
Penicillium citrinum strains.

2. ORIGIN AND ANTIFUNGAL
PHENOLIC COMPOUNDS

ACTIVITY OF

Essential oils are made up of volatile organic substances
present in various plant organs (leaves, barks, roots, fruits,
and flowers) [10]. They are originated from the secondary
metabolism of plants and have great importance as
taxonomic markers in the different levels of hierarchy,
including in the investigation of taxonomic, evolutionary and
intraspecific problems [11,12]. Volatile oils obtained from
different organs of the same plant may have chemical
composition, physical-chemical characteristics and very
different odors. As well as the chemical composition of a
volatile oil, extracted from the same organ of the same
vegetal species, can vary significantly, according to the time
of collection, climatic and soil conditions. Therefore, the
environment in which the plant develops and the type of crop
also influence its chemical composition [1].

In plants, essential oils play important ecological roles,
acting as chemical signals for the communication between
species, protecting against pathogenic microorganisms,
herbivores, attracting pollinating animals and seed
dispersers, thus promoting the perpetuation of species and
also contributing to the odor of leaves, flowers and fruits
[40,41]. Among the chemical constituents of essential oils,
we mainly have terpenes and phenylpropanoids, in addition
to alkaloids and polyketides [15]. The formation of the
essential oils compounds occurs from the chemical
derivation of terpenoids, originating from mevalonic acid, or
phenylpropanoids, derived from shikimic acid [16,1].
Although terpenes account for most of the components and
occur much more often and abundantly, where the
phenylpropanoids are present they provide an essential and
significant oil taste and odor. Biogenetically, terpenoids and
phenylpropanoids originate from different precursor
metabolisms and are generated by completely different
biosynthetic routes [17].

Phenylpropanoids are natural substances widely
distributed in plants and constituted by an aromatic ring
attached to a chain of three carbons and biosynthetically
derived from the shikimic acid. Although they are not
common constituents of essential plant oils, the essential oils
of certain species contain abundant or significant proportions
of such compounds. When they occur, their nature and
properties significantly alter the sensory characteristics of the
oil. These compounds play important roles in the plant as
performing a satisfactory reproduction of the plant and in
response to plant stress as light variation, mineral treatment
and as a form of resistance to pests. The best known are
eugenol, methyl eugenol, myristicina, elemicina, chavicol,
methyl chavicol, dilapiol, anethole, estragol, apiol [17-20].

Biochemical pathways for the synthesis of
phenylpropanoids, such as eugenol, isoeugenol and other
similar compounds, are not fully elucidated. Previous studies
have indicated that the initial stages of the biosynthetic
pathway of these substances are shared with the lignin-lignan
biosynthetic pathway until the formation stage of
phenylpropenol (monolignol). Regardless of the steps to
follow, the unusual nature of the reduction reaction to
remove oxygen functionality in C-9 resisted elucidation,
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largely due to lack of biochemical precedence. In addition,
plant synthesis of isomeric forms of the product of such a
reaction, for example eugenol and isoeugenol, adds another
layer of biochemical complexity [21].

Isoeugenol belongs to a group of volatile compounds
derived from plants, the phenylpropenes, which are
biosynthesized from phenylalanine, and are slightly soluble
in water and miscible with ethanol and ether [21-23]. It is a
fragrant essential oil found in many different plants. It was
extracted, mixed with eugenol and other volatiles of plants,
calamus, salted, basil, ylang-ylang, cloves, tuberose, jonquil,
nutmeg, tobacco, sandalwood, dill seeds, mace, gardenia,
petunia and other flowers [24-27]. It is commercially
produced by isomerization of eugenol, which occurs in oils
isolated from clove, pepper, bay leaf and cinnamon [28].
Synthetic conversion involves the heating of eugenol with
caustic potassium [29], with metals of group viii or its
compounds, such as rhodium chloride [30] or with more
ecological mgal hydrotalcite [31].

Isougenol, as well as eugenol, are position isomers with
respect to the C = C aliphatic bond. Few studies in the
literature report the antifungal activity of this compound,
since the great majority of reports address the antifungal
activity of eugenol, which is present as a phytoconstituent in
a large variety of essential oils, such as Myristica fragrans
Houtt, Cinnamomum verum J Presl, Ocimum gratissimum
Forssk, Ocimum basilicum L. and Eugenia caryophyllata
[32]. And its antibacterial, antimycotic, anti-inflammatory,
anesthetic, antiseptic, antioxidant, antineoplastic and
repellent properties have been proven [33].

However, several studies have demonstrated antifungal
activity of phenolic compounds. Galucci et al. [34] tested
carvacrol, thymol, ortho-cresol, meta-cresol, para-cresol,
eugenol, creosol, guaiacol, vanillin, estragol, p-cymene and
methyl eugenol against Candida albicans, Candida krusei,
Candida tropicalis and Candida dubliniensis. They observed
that the compounds with the highest anti-candida activity
were carvacrol, thymol and eugenol.

Pizzolitto et al. [35] tested phenol, o-cresol, m-cresol, p-
cresol, creosol, thymol, carvacrol, eugenol, isoeugenol and
vanillin against Aspergillus parasiticus. In this assay,
isoeugenol showed the lowest Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), followed by carvacrol and thymol.
The compounds creosol, p-cresol, o-cresol, m-cresol, vanillin
and phenol did not inhibit the growth of this species.

Another study verified the antifungal efficacy of 21
phenolic components of essential oils and plant substances
against filamentous fungi of the genus Fusarium, Aspergillus
and Penicillium. Among the compounds, 15 presented an
antifungal effect against these microorganisms. The phyto-
constituents thymol, carvacrol and isoeugenol were
evaluated as the most effective fronts of fungal strains [36].

The antifungal activity demonstrated by phenolic
compounds has a characteristic action, based on their
interaction with the plasma or mitochondrial membranes.
Another action of these substances is based on a steric
descriptor that could explain the possibility of some phenolic
compounds being biotransformed in methylene quinones by
Candida species, for example [34].

167



Short Running Title of the Article

3. MATERIALS AND METHOD
3.1 Test substance and antifungal drugs

Isougenol, voriconazole and amphotericin B were
purchased from Sigma-Aldrich® (Sao Paulo, SP, Brazil).
The solutions were prepared at the time of the tests,
dissolving them first in 5% dimethylsulfoxide (DMSO) and
2% Tween 80 (Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brazil), and
using sterile distilled water to perform the dilutions
employed in the tests.

3.2 Culture mediums

The culture media RPMI-1640-L-glutamine (without
sodium bicarbonate) (Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, SP,
Brazil) and Sabouraud Agar Dextrose (Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA) were used for evaluation of the antifungal
activity). Culture media were prepared according to the
manufacturer's instructions and sterilized by autoclaving at
121°C, 1 atm for 15 minutes.

3.3 Microorganisms

Strains of the filamentous fungus Penicillium
citrinum of clinical and standard origin were used. The
standard strain INCQS 40011 (National Institute of Quality
Control in Health) used as reference came from the
Mycology Laboratory Laboratory/Department of
Pharmaceutical Sciences / CCS / UFPB. The strains of
clinical origin (LM-02, LM-04, LM-08, LM-30, LM-145,
LM-155, LM-157, LM-161, LM- are part of the Collection
of the Laboratory of Microbiology. The strains were
maintained on Sabouraud dextrose agar (ASD) at a
temperature of 4 °C until the time of preparation of the
inoculum for the tests.

3.4 Fungal inoculum

In order to prepare the inoculum, the fungal strains were
inoculated in Sabouraud dextrose broth (CSD) and incubated
at room temperature (28-30 ° C) for 3 to 5 days. After this
period, an aliquot was seeded in Sabouraud Dextrose Agar
and after the incubation period, a fungal suspension was
adjusted and adjusted to a scale of 0.5 Mc Farland, which
corresponds to approximately 1-5 x 10° CFU/mL [37].

3.5 In silico analysis
3.5.1 PASS online

The "Prediction of Activity Spectra for Substances" -
PASS online is software designed to evaluate the overall
biological potential of an organic molecule on the human
organism, according to its structural arrangement. The
probabilities provided by the program are generated by
querying a database (www.way2drug.com/passonline) made
up of other organic molecules with defined biological
activity, thus providing simultaneous predictions of
biological activities based solely on the chemical structure of
the compound organic [38,39].

The spectrum of biological activities of a chemical
compound is the set of different types of biological activities,
which reflect the results of interaction of the compound with
various biological entities. In this way, the online PASS
provides several facets of the biological action of a
compound, obtaining the indexes Pa (probability of being
active) and Pi (probability of being inactive) by estimating
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the categorization of a potential compound to belong to the
subclass of active or inactive compounds, respectively [40].

3.5.2 Molinspiration
Molinspiration =~ Molecule  Viewer  software
(www.molinspiration.com) allows the perception of

molecules using sophisticated Bayesian statistics, which
combine the structures and properties of the representative
active compound in the specific target with the structures of
inactive molecules, to recognize characteristics of the
substructure typical of the active molecules. This program is
capable of evaluating the molecule providing several
parameters, among them the ability to predict the probability
of the compound to act on certain pharmacological targets
[41,42].

In addition, the software is capable of reporting important
physico-chemical parameters in predicting the theoretical
oral bioavailability of the drug under study. These
parameters are: total polar surface area (TPSA), partition
coefficient (water / oil) - cLogP, molecular weight, number
of hydrogen acceptors - nALH, number of hydrogen donors -
nDLH [43,44].

To verify whether the compound can be planned for oral
administration, an analysis based on the "Rule of Five" was
performed, as described by Lipinski [45]. In this rule, if the
molecule presents scores of at least 3 parameters meeting the
requirements (TPSA <140 A2 cLogP < 5, molecular weight
<500 daltons; nALH < 10; nDLH < 5), the molecule will
theoretically present a good oral bioavailability.

3.5.3 Osiris

To verify the toxicity and theoretical pharmacokinetic
parameters of isoeugenol, the compound was subjected to
the in silico study of ADMET parameters (absorption,
distribution, metabolism, excretion and toxicity) using the
Osiris  program. This online tool (www.organic-
chemistry.org/prog/peo/drugScore.html) is able to predict the
toxicity of the substance by comparing its chemical structure
with molecular fragments whose definite toxicity is found in
a database. The results of toxicity are expressed as
mutagenic, tumorigenic, irritability and effects on the
reproductive system [43,44].

After analysis, the software provided the potential of
druglikeness and drug-score that are related to topological
descriptors, and other properties such as cLogP and
molecular mass, in addition to theoretical analysis of
mutagenic, tumorigenic, irritant and reproduction effects.
The results obtained were then classified from a scale of 1 to
3, where: 1 means absence of toxicity, 2 moderate toxicity
and 3 severe toxicity.

3.6 Antibacterial Activity assay
3.6.1 Minimum Inhibitory Concentration

For the determination of the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) of isoeugenol and voriconazole, they
were carried out using the broth microdilution technique
[37]. Concomitantly, viability control of the strains tested
(100 pL of the same doubly concentrated RPMI-1640 and 10
pL of the inoculum of each strain) was performed. In order
to verify the interference of the emulsifying agents used in
phytoconstituent dilution, a control was made in which 100
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puL of RPMI-1640, DMSO (5%), Tween 80 (2%) and 10 pL
of the suspension. A sterility control of the medium was also
performed, where only 100 pL of RPMI-1640 was placed
into wells without the fungal suspension.

The plates were aseptically closed and incubated at 25 +
2 °C for 5 days for reading. Subsequently, the results were
observed observing the change of the RPMI medium. MIC
was defined as the lowest concentration capable of inhibiting
fungal growth visually verified by maintaining the original
(pink) coloration of the medium. The assays were performed
in triplicate.

3.6.2 Minimum Fungicide Concentration

After reading the CIM, aliquots of 20 pL of the
supernatant from the wells where complete inhibition of
fungal growth in the microdilution plates were observed
were seeded on Sabouraud dextrose agar plates. Plates were
incubated at 25 + 2 ° C for 5 days. CFM was considered the
lowest concentration in which growth was less than 3
colonies (approximately 99 to 99.5% of death activity). The
assays were performed in triplicate and the geometric mean
was calculated [46].

3.7 Statistical analysis

Experiments will be performed in triplicate and
expressed as the mean + standard error of the mean (e.p.m),
using the Prisma 5.0 software.

4. RESULTS AND DISCUSSIONS
4.1 In silico analysis

After analysis of the probable biological activities of
isoeugenol through the online PASS, more than 522
activities with more than 30% of the probability of being
active (Pa>30%) were obtained, of this total, 49 activities
have a high probability of occurrence (Pa >70%). Among the
522 activities with a chance of being performed by
isoeugenol, we highlight the antimicrobials: antiseptic (Pa:
0.571 and Pi: 0.009), antifungal (Pa: 0.492 and Pi: 0.032),
antibacterial (Pa: 0.379 and Pi: 0.035), antimycobacterial
(Pa: 0.478 and Pi: 0.022) and antihelmintic (Pa: 0.335 and
Pi: 0.028), mainly against nematoda (Pi: 0.562 and Pa:
0.009).

These antimicrobial activities can be attributed to several
characteristics of isoeugenol reported in the literature. Bhatia
et al. [47] found that the antifungal activity of isoeugenol
against strains of Candida spp. is due to the ability to inhibit
H+ pumping through plasma membrane ATPase and
alteration of fungal membrane permeability. These data are
supported by the results of the online PASS analysis, which
demonstrates that the phytoconstituent has a considerable
chance of exerting instability in the fungal plasma membrane
as a membrane permeability potencilizer (Pa: 0,408 and Pi:
0,054) and membrane integrity antagonist (Pa: 0.316 and Pi:
0.105). These data support the hypothesis advocated by
[48,49] that attribute to isoeugenol the destabilizing action of
the fungal membrane due to its chemical structure.

This parameter relates the potential of hydrogen bonds of
a particular molecule and is also a good predictor of drug
transport properties across cell membranes, including uptake
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into the intestine, in caco-2 cells that correspond to an
important carcinoma cell of the human colon mimicking the
gastrointestinal ~ epithelium, blood-brain  barrier and
bioavailability. Volume calculation is based on contributing
groups. The number of rotational bonds measures molecular
flexibility, which is a good descriptor of drug absorption and
bioavailability. TPSA has been shown to be an excellent
descriptor for the characterization of drug absorption,
including intestinal absorption, bioavailability and blood-
brain barrier penetration. Another important feature for the
bioavailability of a compound is the flexibility of the
molecule, which may be associated with the number of
rotatable bands nROTB, which corresponds to the number of
single bonds, outside a ring, attached to a non-terminal atom.
The prediction results for isoeugenol can be visualized in
Table 1.

According to Veber et al [50], compounds with a TPSA
less than or equal to 140 A% and a nROTB less than or equal
to 10 presented a high probability of good oral
bioavailability. Therefore, isoeugenol fits this profile, since
the TPSA was 29.26 A? and the nROTB was 2, presenting a
high probability of being used orally. These criteria are
confirmed in practice, since amphotericin B has TPSA =
319.61, ie above 140 A? and its administration is restricted to
intravenous parenteral use. However, irrigations in joints,
urinary tract and intrathecal application can be made
exceptionally [51]. To obtain the molecular parameters
TPSA (area of the total polar surface of the molecule),
hydrophobicity (MLogP) and the spatial volume (Vol),
Molinspiration software was used. According to Verma
(2012), MLogP is calculated as a sum of contributions based
on molecular fragments and correction factors that are used
to verify permeability across cell membranes.

The TPSA is calculated by the methodology published by
Ertl, Rohde and Selzer [41] as being the addition of
contributions of the molecular fragments, being considered
polar fragments of O and N. Nevertheless, the results
corroborate with the conclusions of Veber et al. [50]. Still
supporting the authors above, the analysis of voriconazole
showed the TPSA in the value of 76, 73, less than 140 AZ.
This drug made it possible to adapt to the different
therapeutic needs of patients with fungal infections, since it
is available in pharmaceutical forms for oral (Vfend®) and
intravenous administration, coinciding with their TPSA and
rROTB values [52].

MLogP is the measure of hydrophobicity, ie it is the
ability of a substance to interact with cell membranes.
Molecules with high values of MLogP have a higher
hydrophobicity and, consequently, better transport through
membranes. Thus, isoeugenol presented MLogP of 2.38, a
higher value than those of antifungal agents used in clinical
practice, such as amphotericin and voriconazole, once again
showing a positive criterion for its bioavailability.

Next, the probability of isoeugenol of being bound to
certain pharmacological targets was investigated, which may
help to understand how the molecule develops its biological
activity as well as its toxic effects. For this, Molinspiration
software was used which provides a probability of the
compound to bind to cellular structures, that is, values less
than or equal to 1 indicate the substance has great chances of
interacting with the structure analyzed.
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Table 1: Theoretical analysis of the physico-chemical properties of isoeugenol obtained by the software Molispiration

Physical and Chemical Properties?

Compound
TPSA nON MlogP nV nROTB Vol
Isoeugenol 29,46 2 2,38 0 2 161,59
Voriconazole
76,73 6 1,49 0 5 285,11
Amphotericin
319,61 18 -2,49 3 3 865,48

2TPSA: total polar surface area; nON: Interaction O / NH O-HN; nV: violation number; nROTB: rotation number; Vol:

volume.

The isoeugenol drug likeness was calculated considering
the MlogP (partition coefficient), molecular weight, number
of heavy atoms, number of hydrogen acceptors, number of
hydrogen donors, number of violations, number of rotational
bonds and molecular volume. The bioactivity of the
phytoconstituent was verified by calculations of the activity
index of GPCR ligands, ion channel modulator, nuclear
receptor ligands, kinase inhibitor and enzyme inhibitor with
the help of software [41].

In Table 2 it can be observed that isoeugenol presented
all parameters of activity binding to GPCR, ion channel
modulator, nuclear receptor ligand, kinase inhibitor, protease
inhibitor and enzyme inhibitor negative.

verified in the data presented in Table 2. The EI score
(amphotericin B enzyme inhibition) was -2.59, well below
voriconazole, and in agreement with its mechanism of
action. Similar to amphotericin B, isoeugenol also showed
all of its negative parameters. This may aid in the
investigation of the mechanism of action of the
phytoconstituent, which may act in the same way as
amphotericin B.

Posteriorly, the molecular properties of isoeugenol, based on
molecular descriptors using Lipinski's rule of five, were
calculated in the Molinspiration Online Property Calculation
Toolkit (http://www.molinspiration.com/) software, as can
be seen in Table 3.

Table 2: Probability of interaction with pharmacological targets calculated using the software Molispiration

“Drug-likeness”?

Compound
GPCRL ICM KI NRL PI EI
Isoeugenol -1,02 -0,53 -1,06 -0,7 -1,35 -0,51
Voriconazole 0,23 0,17 0,14 -0,22 0,02 0,19
Amphotericin B -3,06 -3,53 -3,59 -3,45 -2,45 -2,95

2"Drug-likeness": probability of interaction of the compound with the pharmacological target; GPCRL: GPCR ligand; ICM:

ion channel modulator; KI: kinase inhibitor; NRL: nuclear receptor binder; PI: protease inhibitor; EI: enzymatic inhibitor.

Voriconazole was introduced in clinical use in 1995 [53],
was approved by the Food and Drug Administration (FDA)
in the United States in May 2002 [54]. This drug maintains
the general properties of the azoles, that is, it inhibits the
esterol-14-o-demethylase enzyme, but it blocks more
strongly the ergosterol synthesis of the filamentous fungi, for
which it becomes fungicidal [55]. Thus, the mechanism of
action of the antifungal agent coincides with the Enzyme
Inhibition (EI) data of 0.19 presented by the drug in the
analysis by the software.

The mechanism of antifungal action of amphotericin B
does not involve enzymatic inhibition, but rather the
interaction with ergosterol of fungal membranes [56]. This is

This analysis was done through the Lipinski rule of five
that establishes some relevant structural parameters for the
theoretical prediction of the oral bioavailability profile,
which is aggregated to the absorption and permeability of
possible drugs and depends on five parameters: (1) number
of groups hydrogen bonding acceptors (nALH) less than or
equal to 10; (2) number of donor hydrogen bonding groups
(nDLH) less than or equal to 5; (3) molecular mass (MM)
less than or equal to 500 g / mol; (4) octanol-water partition
coefficient (mlogP) less than or equal to 5; (5) total polar
surface area (TPSA) less than or equal to 140 A2 Molecules
that violate more than one of these rules may have problems
with bioavailability.
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Table 3: Theoretical analysis of the physico-chemical properties of isoeugenol required for theoretical oral
bioavailability compared to the standards of the ''Rule of Five'' Lipinski — Molinspiration

Scores for Bioavailability Assessment?®

Substance
TPSA nDLH nALH Da cLogP
Isoeugenol 29,46 1 2 164.20 2.33
Voriconazole 76,73 1 6 349,32 1,49
Amphotericin B 319,61 18 12 924,09 0,32
Standard of the "Rule of Five" Lipinski <140 <5 <10 <500 <5

*TPSA: total polar surface area; nDLH: Number of hydrogen donors; nALH: Number of hydrogen acceptors; Da: Molecular

weight; cLogP: Partition coefficient water: oil.

According to the results obtained in Molinspiration by
Lipinski's "Rule of Five" [45], it was possible to verify that
isoeugenol has a good theoretical oral bioavailability, since
all physicochemical parameters evaluated for this molecule
presented within of the cut-off point established by the
Lipinski "Rule of Five" (Table 3). In contrast, amphotericin
violated 4 of the 5 rules, which in practice matches its major
use intravenously rather than orally.

Mutagenic, tumorigenic, irritant and on reproduction
effects were evaluated, besides the pharmacological potential
in the parameter "drug-score", which is a parameter that
combines the values obtained from drug-likeness, MLogP,
solubility, molar mass and toxicological risks in a single
value. The program is ideal for the design of chemical
structures, estimating physical-chemical and biological
properties with a good degree of reliability and calculating

Table 4: Probability of interaction of isoeugenol / antifungal agents with pharmacological targets calculated through

Osiris software

“Drug score”?

171

Compounds
cLogP S D-L D-S nALH nDLH Da
Isoeugenol 2.33 -2.24 -3.96 0.10 2.00 1.00 164.20
Voriconazole 1.47 -3.23 4.08 0.84 6.00 1.00 349.32
Amphotericin B 0,32 -5,07 -0,13 0,27 18 12 924,09
Itraconazole 5,15 -7,3 7,61 0,07 12 0 705,64

nDLH: Number of hydrogen donors; nALH: Number of hydrogen acceptors; Da: Molecular weight; cLogP: Partition

coefficient water: oil.

For the analysis of the theoretical toxicity and
pharmacokinetic parameters of isoeugenol, an in silico study
of the ADMET parameters (absorption, distribution,
metabolism, excretion and toxicity) was carried out with the
help of the Osiris Property Explorer tool. The software
involves a database of commercially available drugs and
commercially available compounds (Fluka) which uses a
non-pharmacological data set to evaluate the frequency of
occurrence of each fragment in the individual structure.

extra parameters such as drug-score, which verifies the
probability of the molecule becoming a commercial drug.
The analyzes were performed compared to 3,300 commercial
drugs and 15,000 chemical substances.

In this study we determined the potential of druglikeness
and drug-score that are related to topological descriptors,
besides molecular mass, number of donor/acceptor of
hydrogen, among others (Table 4). The drug-score values
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between 0.1 and 1.0 indicate that the molecule evaluated
contains groups frequently found in commercial drugs.

As verified in the results, isoeugenol presented the drug-
score lower than voriconazole and amphotericin. This
parameter is a measure of the potential of the compound to
meet the criteria of a possible drug candidate. Despite this,
isoeugenol can not be ruled out as a possible drug, since
itraconazole, an antifungal agent used in the clinical routine,
presents this same parameter in a lower value than
isoeugenol. Thus, the choice of a molecule for studies of
biological activities and safety should not take into account
only one parameter.

N
o w

N

Toxicity Scale
o
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periphery of male mice exposed to isoeugenol by gavage for
3 months.

Thus, the potential toxic risk of the phytoconstituent does
not apply in practice, which qualifies isoeugenol as a
potential molecule for the development of an antifungal
drug.

4.2 Antibacterial activity assay

With the increasing variety of antifungal drugs currently

available, the in vitro test is being used more frequently to

select ideal antifungal agents [58]. Reports of in vitro
susceptibility testing generally include both Minimum

dedu

Irritant Reproductive
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Fig. 1- Risk of toxicity of isoeugenol compared to standard antifungals calculated using the Osiris Property Explorer

program.

In addition to this information, the software also
estimated the risks of side effects through the analysis of
pharmacological parameters: mutagenic, tumorigenic, irritant
and reproductive effects (Fig. 1). The results were classified
according to a scale of 1 to 3, where: 1 means absence of
toxicity, 2 moderate toxicity and 3 severe toxicity. These
toxicological prediction analyzes were performed in a
comparative manner with toxic fragments of more than
3,000 commercial drugs.

As shown in Fig. 1, isoeugenol presents a high risk of
developing mutagenic and reproductive effects and absence
of toxicity in developing irritant and tumorigenic effects.
The mutagenic and reproductive risk of isoeugenol prompted
by the software does not corroborate with data published by
the National Toxicology Program [57]. The authors
concluded that isoeugenol was not mutagenic in trials with
Escherichia coli and Salmonella typhimurium, did not induce
chromosomal aberrations in Chinese hamster ovary cells, did
not increase the frequency of micronucleated red blood cells

Inhibitory ~ Concentration and Minimum Fungicidal
Concentration (Lethal) (CFM). In this way, the MIC and
isougenol CFM were determined individually for P.
citrinum, standard and clinical strains, and the results were
grouped in Table 5. The CIM of isoeugenol varied between
256 and 32 ug/mL, being the highest MIC value for the LM-
21 strain and the lowest value for the LM-02, LM-03, LM-
08, LM-155, LM- 157 and LM-161.

Pizzolitto et al. [35] also screened strains of the
filamentous fungus Aspergillus parasiticus using the
phytochemicals: thymol, carvacrol, eugenol, isoeugenol,
creosol, m-Creosol, p-Creosol, o-Cresol and phenol. In this
study, they found that isoeugenol had a MIC of 206 pg/mL,
which was lower than those found in the other compounds
tested, showing its potency against the microorganism,
including carvacrol. This result corroborates the MIC values
obtained in this study, since the highest MIC value for
Penicillium citrinum was 256 pg/mL.

In a research developed by Peixoto et al. [59]
investigated the action of the essential oil of Laurus nobilis

172



8 Journal Name, 2014, Vol. 0, No. 0 Principal Author Last Name et al.

Table 5 - Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Fungicide Concentration values for isoeugenol and
voriconazole against Penicillium citrinum strains.

Isoeugenol (pg/mL) Voriconazole (pg/mL)
P. citrinum Strains *Cl1 **C2

MIC MEFC MIC MFC
INCQS 40011 64 64 256 + + -
LM-02 32 64 64 128 + -
LM-03 32 64 0,5 2 + -
LM-04 256 512 + + + -
LM-08 32 64 0,5 + + -
LM-30 128 256 8 16 + -
LM-145 64 128 32 32 + -
LM-155 32 64 64 64 + -
LM-157 32 64 1 4 + -
LM-161 32 64 2 8 + -
LM-171 64 64 2 8 + -
LM-278 64 128 256 + + -

* C1 - Control of microbial growth: wells containing RPMI-1640 broth, DMSO (5%), Tween 80 (2%) and the inoculum of
each strain, in the absence of the phytoconstituent or antifungal. ** C2 - Culture medium sterility control: Wells containing
RPMI-1640 broth, DMSO (5%), Tween 80 (2%), in the absence of the phytoconstituent or antifungal. (-): inhibition of fungal

growth. (+): presence of fungal growth.

Linnaeus, popularly known as laurel, against species of
Candida spp. In their results, they found the MIC value of
500 pg/mL for the microorganisms tested. Since said
essential oil is composed of isoeugenol, corresponding to
53.5% of its composition, it can be considered, taking into
account the appropriate proportion, that the expressed value
bears similarity to the MIC value of isoeugenol found in this
study.

same concentration, did not present the same result.
Although the authors used a different methodology and
eugenol, isoeugenol isomer, the result obtained was similar
to that found in this study, since the MIC was 256 pg/mL.

Zabka and Pavela [36] evaluated the efficacy of
individual phenols, 13 compounds, and their acids, 8
substances, totaling 21 phytochemicals against a group of six
important toxinogenic and pathogenic fungi of the genus

Table 6 - MICso, MICo0, MFCso and MFCoo values of isoeugenol and voriconazole for Pernicillium citrinum strains.

Microorganism Isoeugenol (ng/mL) Voriconazole (pg/mL)
MICsg CIMgo MFCs MFCy MICso CIMyg MFCs MFCy
P. citrinum 64 128 64 4 >1024 8 256

In another study by Vazquez et al. [60], the inhibitory
effect of eugenol and thymol on P. citrinum strains NRRL
2274 and 2269 was evaluated. Plates containing yeast extract
agar at different concentrations of the phytochemicals were
inoculated with P. citrinum and, after the incubation time,
the diameters of the CFUs formed were measured. They
found that 200 pg/mL eugenol was able to completely inhibit
the growth of the microorganism, whereas thymol, in the

Fusarium, Penicillium and Aspergillus. The substances
tested include isoeugenol. This compound had a MIC
ranging from 236 - 301 pg/mL for the genus Aspergillus,
351-609 pg/mL for the genus Fusarium and 482 - 489
pg/mL for the genus Penicillium. This latter value differs
from that found in this study, since the tested species were
different, thus possessing a distinct sensitivity profile.
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Despite this, isoeugenol is versatile, as it has an inhibitory
action against fungi of different genus.

The MIC value found for isoeugenol against the strains
of P. citrinum in this study was 256 pg/mL. Given this
result, we can classify the substance as a strong inhibitor,
since, according to Aligiannis et al. [61], MIC results will be
considered as: strong inhibitors, if the value is up to 500
pg/mL; moderate inhibitors if the value found is between
600 and 1,500 pg/mL; and weak inhibitors if the value is
above 1,600 pg/mL.

Complementing the MIC determination, the MICsy and
MICyy values for isoeugenol were also obtained, as can be
seen in Table 6. These concentrations are defined as the
minimum inhibitory concentrations capable of inhibiting the
growth of 50% and 90% of the fungal strains tested,
respectively. In this study, the value for isoeugenol of MICsg
was 64 pg/mL and MICqy was 128 pg/mL, that is, very close
values.
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Already the MICoqo of isoeugenol was smaller than all the
other 10 phenolic compounds tested.

In view of the results found, although the studies use
different species and genera, the MIC and MICyy values
found are similar to those determined in this study. This fact
demonstrates a certain homogeneity in the antifungal
behavior of isoeugenol against the pathogenic fungi reported
in the literature.

With the calculation of the MIC, MICso and MICyy, we
can classify the resistance profile of P. citrinum strains
against phytoconstituent strains. According to the
classification proposed by Nascente et al. (2003), when
MICs of the sample <MIC50, intermediate sensitivity (I),
when the MIC of the sample is MICy and resistant (R),
when the MIC of the sample is >MICy . Using these
conditions, we found that in this study 11 strains (91.67%)
were sensitive and 1 (8.33%), the strain LM21, was resistant
to isoeugenol. After the MIC of isoeugenol was found for the

Table 7 - MFC/MIC ratio of isoeugenol and voriconazole against Penicillium citrinum strains.

Penicillium citrimum Straing Isoeugenol (ug/mL) Voriconazole (pg/mL)
MFC/MIC Effect CFM/CIM Effect
Fungicide Fungistatic
INCQS 40011 64/64 = 1 >4
LM-02 64/32 =2 Fungicide 128/64 =2 Fungicide
LM-03 64/32 =2 Fungicide 2/0,5=4 Fungistatic
LM-4 512/128 =2 Fungicide + ND*
LM-08 64/32=2 Fungicide >4 ND*
LM-30 256/128 =2 Fungicide 16/8 =2 Fungicide
LM-145 128/64 =2 Fungicide 32/32 =1 Fungicide
LM-155 64/32 =2 Fungicide 64/64 =1 Fungicide
LM-157 64/32 =2 Fungicide 4/1=4 Fungistatic
LM-161 64/32=2 Fungicide 4/1=2 Fungicide
LM-171 64/64 =1 Fungicide 8/2=4 Fungicide
LM-278 128/64 =1 Fungicide >4 Fungistatic

+: There was growth in the wells at concentrations above 4xCIM. ND: Unable to set.

Another study also calculated the MIC of isoeugenol, but
for different species of the genus Penicillium. According to
the data obtained by Zabka and Pavela [36], the MICs, for P.
brevicompactum and P. expansum species were 86 and 71
ug/mL, respectively. Xie et al. [62] evaluated the structure-
activity relationship of eugenol derivatives, including
isoeugenol, and cinnamaldehyde against pathogenic fungi in
agriculture: Rhizoctonia solani (ACCC 36124) and Fusarium
oxysporum (ACCC 37438). They observed that isoeugenol
had a MICs for R. solani of 33.1 pg/mL and 97.2 pg/mL for
F. oxysporum. In the study carried out with several natural
phenolic compounds against Aspergillus parasiticus, it was
observed that isoeugenol had MICsy and MICy at 83.74
pg/mL and 182.26 ug/mL, respectively. MICsy of isoeugenol
was the lowest of most phytochemicals, with only thymol
and carvacrol being 58.6 and 60.09 pg/mL, respectively.

strains of P. citrinum, the Minimum Fungicide
Concentration (MFC), as well as MFCsop and MFCy, were
determined. MFCsy, MFCoy and MFC were considered the
lowest concentration capable of causing 50%, 90% and
99.9% reduction of colony forming units after incubation
time in the initial inoculum.

As observed in Tables 5 and 7, it can be observed that
isoeugenol had a fungicidal effect for 8 strains (66.67%) at
the concentration of 64 pg/mL, 10 strains (83.33%) at the
concentration of 128 pg/mL, for 11 strains (91.67%) at the
concentration of 256 pg/mL and for the 12 strains (100%) at
the concentration of 518 pg/mL. Thus, the MFCsy, MFCog
and MFC of the isoeugenol for P. citrinum species were,
respectively, 64, 256 and 518 pg/mL.

There is a dearth of data in the literature that show the
determination of MFC of isoeugenol, which highlights the
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contribution that this work will bring with valuable
information on this phytoconstituent and also reveals the
need for further research on the compound and its
bioativities. However, Peixoto et al. [59] tested the essential
oil of Laurus nobilis (laurel), which has as its major
compound isoeugenol (53.5%) in Candida spp. and found a
MFC ranging from 250-500. This result resembles those
obtained in this study, despite being carried out with
different species and substances.

Regarding MFC, we can observe that the results showed
that among the tested strains 16.67% presented MFC
equivalent to MIC of isoeugenol and 83.37% presented MFC
equivalent to MIC of the phytoconstituent. After obtaining
these data, it was possible to classify the nature of the
antifungal effect of isoeugenol and variconazole for P.
citrinum. According to Siddiqui et al. [63], the effect of a
compound is considered fungistatic if the MFC/MIC> 4 ratio
is fungicidal if the MFC/MIC <4. Applying this condition,
isoeugenol can be considered to have a bactericidal effect
against the strains of P. citrinum, since all MFC/MIC ratios
for all 12 strains tested were lower than 4 (Table 7).

In order to prove that the results obtained in the
experiments refer only to the substances used without
interference, the controls of viability of the strains, medium
sterility and solvent interference were performed. The results
showed that the solvents did not interfere in the activity
performed by the substances tested and that the strains used
in the assays were viable.

CONCLUSION

According to the results obtained in the in vitro and in
silico investigation of the antifungal and toxicological effects
of isoeugenol, it can be concluded that isoeugenol presented
probability of antimicrobial action, including antifungal
action, with high probability of the molecule to act
structurally in the fungal plasma membrane. The
phytoconstituent still presented parameters of bioavailability
compatible with drugs that can be administered orally in the
in silico study and theoretically exhibited reproductive and
mutagenic toxicological risk. In the in vitro study, its
antifungal action against strains of Penicillium citrinum was
confirmed.

In view of this, new studies should be carried out to
investigate the mechanism of action used by isoeugenol to
present its antifungal effect.
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ABSTRACT

Aims: The incidence of fungal infections has increased over the last ten years and fungi of the
genus Penicillium can be found in various substrates and affect immunocompromised people,
hospitalized patients, many animals and plants, as well as compromise the quality of air indoors.
The current situation of indiscriminate use of antibiotics and the consequent resistance of
microorganisms to conventional antimicrobial therapy has been stimulating researchers to seek
alternative sources of antimicrobial compounds, among them the medicinal plants. The tendency of
getting phytochemicals from extracts, fractions, fixed or essential oils obtained from plant species is
currently observed. In this context, the present study aims to evaluate the in vitro antifungal activity
of seven phytochemicals (geraniol, carvacrol, thymol, linalool, p-cymene, terpinolene and citral)
against twelve samples of Penicillium.

Place of Study: Laboratory tests were carried out at the Mycology Laboratory Department
of Pharmaceutical Sciences, located in the Health Sciences Center (CCS) of the Federal

*Corresponding author: Email: saviobenvindo@gmail.com;
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University of Paraiba (UFPB).

Methodology: Firstly, screening was carried out to find the phytochemical with the best activity by
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) by the broth microdilution technique.
Following, the tests were proceeded with thymol to determine of minimum fungicidal concentration

(MFC).

Results: Through analysis of results, it is observed that carvacrol, thymol and citral showed the
best activities of the samples of Penicillium studied. The MIC values were 256 mg / mL, for
carvacrol and citral, and 128 mg / mL, for thymol (compound showed better results). The thymol
had its MIC 90 established at 128 mg / mL, inhibiting, at this concentration, 92% of the tested
samples. Analyzing compared to MIC and MFC, it was observed that thymol presented CFM values
similar to CIM values for 1/3 of the samples, showing also values greater than 1024 mg / mL for
only two samples. The CFM value ranged from 128 pg/ml to 1024 pg/ml.

Conclusion: The thymol is a promising new possibility among the products with antifungal activity
against Penicillium, however if the performance is needed further studies, deeper, about their
mechanism of action and toxicity, as well as in vivo tests, aiming a possible application therapy.

Keywords: Antifungal activity; phytochemicals; Penicillium; thymol.

1. INTRODUCTION

The incidence of fungal infections has increased
over the last ten years [1]. Airborne fungi use the
atmospheric air as a mean of dispersal [2].
Inhalation of airborne fungi spores by man can in
some cases lead to the development of
complications in the respiratory tract, such as
asthma and rhinitis [3]. In addition, airborne fungi
can cause sometimes fatal infections in
immunocompromised individuals, which are
called opportunistic infections [4,5].

Among airborne fungi, the genus Penicillium
deserves mention, it is one of that has the largest
number of species and it can be found in various
substrates [6]. Fungal infections by Penicillium
marneffei ranks third in Thailand in relation to
opportunistic infections in patients with HIV [7].

The indiscriminate use of antibiotics by the
general population has led to a complex
framework of resistance of microorganisms to
conventional antimicrobial therapy, what may be
a relevant factor in the emergence of difficult
control infectious diseases and has stimulated
researchers to seek alternative sources of
antimicrobial compounds, among them the
medicinal plants [8].

The plants provide an important source of new
biologically active compounds [9-11] containing a
number of substances that can be used to treat
different infectious diseases [12], for which
reason they have been intensively studied to find
compounds more effective and less toxic.

The term phytochemical relates to chemical
compounds, non-nutritive, which naturally occur

in plants and exhibit biological activity [13].
Studies involving phytochemicals are of great
importance, because they facilitate the utilization
of individual components, instead of a mixture
like in essential oils, giving more predictability
and probably less collateral effects.

Several studies point to the various activities of
phytochemicals, which are: antimicrobial,

antioxidant, anti-inflammatory, analgesic,
cardioprotective, anti-hemorrhagic,
hepatoprotective, antitussive, antitumor,

immunostimulating, anticancer, antiviral, among
other [14-32]. Among these, some studies
attribute considerable antimicrobial activity to
phytochemicals commonly found in plants
belonging to the family Lamiaceae.

These findings prompted the investigation of the
antifungal profile of seven phytochemicals
commonly found in plants of the Lamiaceae
family (geraniol, carvacrol, thymol, linalool, P-
cymene, terpinolene and citral) against different
samples of Penicilllum by microbiological
screening. The aim of the present work was to
investigate the antifungal activity  of
phytochemicals, choosing among them that
which showed the best antifungal profile for an
after in-depth study of its fungicidal and/or
fungistatic effects against samples of Penicillium.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Phytochemicals and
Antifungal

Synthetic

The phytochemicals (geraniol, carvacrol, thymol,
linalool, P-cymene, terpinolene and citral) and
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amphotericin B (standard drug) were acquired
from Sigma—AIdrich®. All them were dissolved in
2% Tween 80 (INLAB®) and up to 10% dimethyl
sulfoxide — DMSO (MERCK®) in sterile distilled
water to obtain 1,024 ug/mL solutions [33].

2.2 Penicillium Samples

For testing of antifungal activity were selected
and used twelve samples of Penicillium
previously isolated from the ambient air of a food
dry industry and morphologically identified by the
Mycology Laboratory of the Department of
Pharmaceutical Sciences, Health Sciences
Center, Federal University of Paraiba. The
samples were maintained on Sabouraud
Dextrose Agar - SDA (DIFCO®) at room
temperature (28° to 30°C) and under
refrigeration (4°C).

2.3 Inoculum

Stock inoculums of samples of Penicillium were
prepared from 10-day cultures in SDA at 28°C to
induce sporulation. Fungal colonies were
covered with 5 mL of sterile saline solution (NaCl
0.85% wlv), the surface gently scraped with a
sterile loop and the resultant mixture of fungal
units was then transferred to a sterile tube. After
heavy particles were allowed to settle for 3 to 5
min, the upper homogeneous suspension was
collected and vortexed for 15 s. The turbidity of
the final inoculum was standardized according to
a McFarland scale 0.5 tube and adjusted to a
fungal population of 106 colony former units
(CFU). The confirmation of inoculum
quantification was done by plating 0.01 mL of
inoculum suspension in SDA. The dishes were
incubated at 28°C and examined daily for the
presence of fungal colonies which were counted
as soon as growth became visible [34,35].

2.4 Antifungal Activity Screening

Initially, microbiological screening was performed
with the phytochemicals (geraniol, carvacrol,
thymol, linalool, P-cymene, terpinolene and citral)
at a concentration of 1,024  ug/mL.
Microbiological screening was performed based
on the broth microdilution technique
[33,36,37,38].

Sterile 96-U-shaped-well microplates were used
and each well of the plates contained 100 uL of
Sabouraud dextrose broth - SDB (DIFCO®).
Then, 100 pL of the products (1,024 ug/mL) were
individually added to each line of wells, so that
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each Iline of wells corresponded to a
phytochemical tested. Finally, 10 yL of fungal
inoculum of each strain of Penicillium were
added to wells, so that each column
corresponded to a strain. The microplates were
incubated at 28°C being selected those
phytochemicals who showed better inhibition
profile visual growth of microorganisms after
seven days incubation. Negative control (without
drugs) was performed to confirm the viability of
the sporangiospores. Sensitivity control for
Tween 80 and DMSO was also performed.

Phytochemicals that showed better activity were
subsequently selected, which were evaluated for
their potential antifungal activity from a
concentration of 1,024 to 4 pg/mL, in order to
determine their MIC [39].

2.5 Determination of MIC and MFC

Broth microdilution bioassay was used to
determine MIC of thymol, carvacrol, citral and
amphotericin B against samples of Penicillium
[40,41]. For this, sterile 96-U-shaped-well
microplates and caps were used. The 96-well
dishes were prepared by dispensing 100 uL of
double concentrated Sabouraud dextrose broth-
SDB (Difco®) into each well. A 100 pL volume of
double concentrated products was placed into
the first wells, to obtain a concentration of 1,024
pg/mL in them. Next, serial twofold dilutions in
culture medium were prepared to obtain
concentrations ranging from 1,024 to 4 pg/mL.
The last well contained 100 pL of broth
inoculated with fungal inoculums to confirm cell
viability (viability control). Finally, 10 yL of fungal
inoculum of each strain were added to wells, so
that each column corresponded to one of the
twelve samples. All the dishes were aseptically
sealed then mixed on a plate shaker (300 rpm)
for 30 seconds, incubated at 28°C and read after
5 days of incubation. The MIC values were
determined by visual inspection of the growth
inhibition of each well compared with that of the
control (without drugs) well. Sensitivity control for
Tween 80 and DMSO was also performed. The
MIC was determined from three independent
experiments and was defined as the lowest drug
concentration that showed absence of growth or
complete fungal growth inhibition (100%
inhibition) compared with that of the control
(without drugs) well.

Under the same conditions, it was also used the
product chlorine sanitizer Tecsa Clor®- TC
(SERQUIMICO LTDA., Séo Paulo, SP, Brazil),
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composed of stabilized chlorine dioxide 5%. The
TC was prepared in the same concentrations
used to the phytochemicals (1,024-4 pg/mL) and
furthermore in the concentration recommended
by the manufacturer for obtaining the fungicide
effect (50 ppm).

The MFC was determined for the phytochemical
that showed stronger antifungal activity and for
amphotericin B. After determining the MIC, 10 uL
were subcultured from each well that showed
complete inhibition (100% or an optically clear
well) on SDA plates. The plates were incubated
at 28°C for five days, and the MFC was the
lowest concentration that showed either no
growth or fewer than three colonies [42-45]. The
MFC was determined from two independent
experiments on different occasions.

2.6 Statistical Analysis

The results are expressed as mean + S.E.M.
Statistical analysis for the study of the effects of
the phytochemical on mycelial growth and spore
germination was performed to determine
statistically significant differences (P <0.05)
employing analysis of variance (one-way
ANOVA), followed by the Bonferroni post-test.
For this, the implementation of statistical analysis
was performed using GraphPad Prism version
5.0 for Windows, San Diego, California, USA.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

At 1,024 ug/mL, the concentration of
phytochemicals used in the screening, it was
found that carvacrol, citral and thymol showed
the best activity on the investigated samples of
Penicillium (Table 1), having been observed, for
all three phytochemicals, growth of only one
strain among those tested (Pen 9).

After initial screening, in which carvacrol, thymol
and citral showed better results in inhibiting the
growth of samples of Penicillium, we proceeded
to a new screening, this time with the MIC
determination of selected phytochemicals. To
this end, carvacrol, thymol and citral were tested
at concentrations ranging from 1024 to 4 pg/mL,
with concomitant control of viability of samples,
sterility of broth and interference of solvents
DMSO and Tween 80 in the results.

The MIC values found were 256 pg/mL, for
carvacrol and citral, and 128 pg/mL, for thymol,
what triggered interest in further study of the
antifungal action of thymol. These results were
compatible with the findings of other authors
[16,18,46,47,48].

Studies with microencapsulation of thymol and
carvacrol to evaluate the potential use of these
agents as antimicrobials in food packaging
showed the action of thymol and carvacrol was

Table 1. Antifungal activity of phytochemicals against samples of Penicillium- microdilution
technique

Microorganisms

Phytochemicals (1,024 pg/mL)

5 [ = = o 2 _
s 8§ & g8 & ® 3 g8
g 5 = £ & 5 S 55
o S iy 31:)
Penicillium Pen 2 - - - + + . + +
Penicillium Pen 3 - - - + + . + +
Penicillium Pen 7 - - - + + B + +
Penicillium Pen 8 + - - + + . " +
Penicillium Pen 9 + + + + + + + +
Penicillium Pen 10 - - - + + - + +
Penicillium Pen 11 - - - + + . + +
Penicillium Pen 12 - - - + + B + +
Penicillium Pen 13 - - - + + B + +
Penicillium LM 28 - - - + + B + +
Penicillium LM 63 - - - + + B + +
Penicillium LM 120 - - - + + . + +

(+): Microbial growth in culture medium (-): Absence of microbial growth
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evaluated against Escherichia coli,
Staphylococcus  aureus, Listeria  innocua,
Saccharomyces cerevisiae and Aspergillus niger,
yielding MICs ranging from 125 to 250 pg/mL for
thymol and 75-375 pg/mL for carvacrol [46].
Trials with various essential oils against Botrytis
cinerea, Fusarium sp. and Clavibacter
michiganensis subsp. Michiganensis showed that
the growth of these microorganisms was
completely inhibited by oils of oregano, thyme
and marjoram in relatively low concentrations,
85-300 pg/mL, thymol being pointed out as the
main component of oregano oil and carvacrol as
a major component of oils of thyme and
marjoram [47].

In a study using the disk diffusion method, thymol
showed antimicrobial activity against 23 different
genera of bacteria with inhibition zones ranging
from 25.8 to 53.1 mm [48]. In other study
designed to evaluate the inhibitory activity of
thymol on the formation and maturation of
biofilms of Candida albicans, thymol significantly
interfered by reducing the formation and
maturation of the biofilm [18]. In partial
agreement with this study, using the methods of
broth dilution, disk diffusion and microatmosfera,
found in his work that thymol showed the best
antifungal activity against Aspergillus niger,
among the phytochemicals tested (thymol,
carvacrol and eugenol), based on the study of
MICs [16].

Given that thymol showed the best result in
microbiological screening, it is justified the choice

Dantas et al.; IJTDH, 10(2): 1-9, 2015, Article no.lJTDH.19210

to continue the investigation of its antifungal
activity. After determination of the MIC, the
fungicidal effect of thymol was investigated. The
MFC values of thymol varied from 128 to 1,024
pg/mL and the MFCs of this phytochemical
corresponded to MIC or 2 x MIC for a half of the
samples of Penicillium (Table 2). The
Amphotericin B, standard antifungal used as
control, showed MIC of 128 ug/mL, concentration
in which 100% of samples were inhibited.
Whereas the sanitizing control Tecsa clor®,
showed MIC greater than 1024 pg/mL for 75% of
samples of Penicillium, that were resistant to the
product at tested concentrations.

Research indicate a compound with MIC ranging
from 50 to 500 pg/mL as having optimal
antimicrobial activity, and attribute moderate
activity to compounds which have a variation of
500 to 1500 pg/mL in MIC. Thus, according to
these parameters, it can be stated that thymol
showed an optimal antimicrobial activity [49].

Other authors have tested the antimicrobial
activity of thymol, finding satisfactory results,
consistent with the findings of this study. Thymol
was tested tested against strains of E. coli, S.
aureus, B. cereus and L. monocytogenes, finding
MIC values ranging between 300 and 500 pg/mL
[50]. Previous studies reported MIC values of 62-
250 pg/mL for thymol on strains of Streptococcus
mutans, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus epidermidis and Escherichia coli
[51]. Another study found thymol MICs values

Table 2. Minimal inhibitory concentration (MIC) of thymol, amphotericin B and Tecsa clor®
and minimal fungicidal concentration (MFC) of thymol and amphotericin B in samples
of Penicillium sp.

Strain Thymol Amphotericin B Tecsaclor® Control of Sterility
Penicillium (ng/mL) (ug/mL) (ug/mL) strain control
MIC MFC MIC MFC MIC
Pen 2 128 1024 128 1024 NF* + -
Pen 3 128 1024 128 NF* NF* + -
Pen 7 128 128 128 128 512 + -
Pen 8 128 128 128 128 NF* + -
Pen 9 256 NF* 128 128 NF* + -
Pen 10 128 128 128 128 1024 + -
Pen 11 128 512 128 128 1024 + -
Pen 12 128 1024 128 128 NF* + -
Pen 13 128 128 128 256 NF* + -
LM28 128 NF* 128 NF* NF* + -
LM63 128 256 128 512 NF* + -
LM120 128 256 128 512 NF* + -

Note: *NF: not found- the value is greater than the highest concentration tested, 1024ug/mL; +, fungal growth
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of 15-250 pg/mL on strains of Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Proteus mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa [52].

In another study that evaluated the activity of
thymol nanospheres against Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa strains and observed that free thymol
showed a MIC ranging from 10 to 156 yg/mL and
MBC ranging 156 - 313 pg/mL, whereas the
encapsulated thymol was less effective with MIC
values of 10-313 pg/mL and MBC values of 156-
1250 pg/mL [53]. Researchers Studies evaluated
the activity of thymol on seven species of fish
pathogenic bacteria (Aeromonas salmonicida
subsp. masoucida, A. salmonicida subsp.
salmonicida, A. hydrophila, Edwardsiella tarda,
Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus and V.
anguillarum) and found that thymol showed MIC
and MBC values ranging from 10 to 320 ug/mL
[54]. While other investigation used the essential
oil (EO) of Thymus vulgaris and its constituents
thymol and p-cymene, in order to determine their
antifungal activity against Rhizopus oryzae, this
study revealed that the MIC of thymol and EO
ranged 128-512 ug/mL, since the MFC ranged
from 512-1024 pg/mL for the EO and 128-1024
pg/mL for thymol [55]. Studied the activity of
thymol on various bacteria (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Proteus mirabilis, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Micrococcus
flavus and Staphylococcus aureus) and fungi
(Aspergillus  flavus, Aspergillus  fumigates,
Aspergillus  niger,  Aspergillus  ochraceus,
Penicillium funiculosum, Penicillium
ochrochloron, Trichoderma viride and Candida
albicans), getting through microdilution broth and
MIC, MBC/MFC values and found that for
bacteria MIC values ranged from 10-100 pg/mL
and MBC ranged from 50 to 150 pg/mL, as for
fungi MIC and MFC values ranged from 10 to 50
pg/mL [56].

Macromolecules whose functionality is related to
growth, survival, virulence or cellular
morphogenesis are pointed out as promising
targets for new antifungal agents [57]. Thus,
thymol is considerate as having a promising
antifungal activity.

4. CONCLUSION

Among the tested phytochemicals, thymol
showed the best results. The thymol is a
promising new possibility among the products
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with antifungal activity against Penicillium,
however if the performance is needed further
studies, deeper, about their mechanism of action
and toxicity, as well as in vivo tests, aiming a
possible application therapy.
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