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RESUMO
Espécies do complexo Cryptococcus neoformans causam infeccdo em

individuos higidos e imunodeprimidos, especialmente pacientes com aids, cuja
principal manifestacdo clinica é a meningoencafalite. Poucos antifingicos séo
disponiveis para o tratamento da criptococose e estes apresentam alta
toxicidade e relatos de isolados resistentes a estes farmacos. Neste contexto,
0s produtos naturais sdo uma importante fonte na busca de novos compostos
antifangicos. Neste trabalho foi avaliado a atividade biol6gica dos Odles
essenciais (OEs) de Pelargonium graveolens, Syzygium aromaticum e
Cymbopogon flexuosus. A atividade antifungica sobre isolados de
Cryptococcus foi avaliada através da determinacdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM), pela técnica de microdiluicio em caldo. Uma vez determinada a
atividade antifingica, seu carater citotoxico foi avaliado em estudo in vitro em
de linhagens de fibroblastos L929. O mecanismo de acdo dos OEs sobre as
células fangicas foi analisado através da citometria de fluxo (CF), utilizando os
marcadores de fluorescéncia iodeto de propidio (Pl) para verificar lesdo de
membrana celular e FUN-1 ([2-chloro-4-(2,3-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-
thiazol-2-yl)-methylidene)-1-phenylquinolinium iodide]) para analisar a alteracao
do metabolismo celular. Além disso, a quantificacdo do ergosterol da
membrana celular fingica foi avaliada apos exposi¢cdo aos OEs. Todos os OEs
avaliados apresentaram atividade antifingica, com CIMs de P. graveolens e S.
aromaticum variando entre 128 a 256 upg/mL, enquanto para C. flexuosus
variou de 8 a 32 ug/mL. Nenhum OE apresentou citotoxicidade em células de
fibroblastos L929, em valores correspondentes as CIMs. Como mecanismo de
acao foi observado que todos os OEs promoveram inibicdo do metabolismo
celular e lesdo de membrana, mas a diminuicdo da quantidade de ergosterol na
membrana fangica foi detectada apenas para o OE de S. aromaticum. Este
trabalho demonstra o potencial antifungico do OE de P. graveolens, S.
aromaticum e C. flexuosus devido a sua atividade em isolados de espécies de

Cryptococcus e relativa seguranca toxicolégica.
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ABSTRACT

Species of the complex Cryptococcus neoformans can cause infection in both
healthy individuals and immunocompromissed patients, especially in AIDS
patients, in which meningoencephalitis is the main clinical manifestation. There
are few available antifungals for cryptococcosis treatment and all of them
present high toxicity, besides the reports of resistance. In this context, the
natural products are important source in the search for new antifungal
compounds. In this study, it was evaluated the biological activity of the essential
oils (EO) of Pelargonium graveolensis, Syzygium aromaticum and Cymbopogon
flexuosus. The antifungal activity against Cryptococcus isolates was determined
by minimum inhibitory concentration (MIC) by microdilution broth. Once the
antifungal activity was measured, its cytotoxic activity were evaluated in L929
fibroblastic cell line in an in vitro assay. The mechanism of action of the EOs
was analyzed by flow cytometry, using propidium iodide as fluorescent marker
for lesions in the cell membrane, and FUN-1 ([2-chloro-4-(2,3-dihydro-3-methyl-
(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene)-1-phenylquinolinium iodide]), to analyze
alterations of the cellular metabolism. Furthermore, the amount of ergosterol in
the fungal membrane was evaluated to ascertain if there were modifications on
its synthesis due to the exposition to the EOs. All the EOs presented antifungal
activity, P. graveolensis and S. aromaticum with MICs between 128 and 256
pug/mL, while C. flexuosus obtained MICs from 8 to 32 pg/mL, whereas for these
values, none EO has shown cytotoxicity in L929 fibroblastic cell line. The
metabolic inhibition of fungal cells and membrane lesion were observed as the
mechanism of action of all the evaluated EOs, however, only the EO of S.
aromaticum was able to decrease the ergosterol amount in the fungal
membrane. This study reveals the antifungal potential of the EOs of P.
graveolens, S. aromaticum e C. flexuosus, due to their activity in isolated

samples of Cryptococcus and relative toxicological safety.
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1 INTRODUGAO

1.1 ESPECIES DO COMPLEXO Cryptococcus neoformans
1.1.1. Caracteristicas gerais

O género Cryptococcus inclui cerca de 39 espécies e apenas duas séo
patbgenos importantes aos humanos e fazem parte do complexo Cryptococcus
neoformans, sendo elas: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (Ma &
May 2009, Barnett 2010, Li & Mody 2010, Chaturvedi & Chaturvedi 2011).
Morfologicamente, estes microrganismos se apresentam como estruturas
ovaladas unicelulares, denominandas leveduras, com diametro variando entre
4 a 10um, e circundadas por uma capsula polissacaridica. Através da
microscopia eletrénica é possivel visualizar os componentes celulares como
capsula, parede celular, membrana plasmatica, nucleo, nucléolo, membrana
nuclear, vacuolos, reticulo endoplasmatico, mitocdndria e ribossomos (Ma &
May 2009, Barnett 2010, Chaturvedi & Chaturvedi 2011). Na Figura 1 estes

elementos estdo representados esquematicamente.
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Figura 1- Representagao esquematica da levedura de C. neoformans (Li & Mody 2010).



A capsula das espécies do complexo C. neoformans € constituida pelos
acucares glicuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM) e
manoproteinas, em menor quantidade. A disposi¢cdo destes polissacarideos
permitem a classificacdo de Cryptococcus em quatro sorotipos A, B, C e D
(Vecchiarelli & Monari 2012). A figura 2 mostra a fotomicrografia otica das
leveduras de Cryptococcus em tinta da China, que permite a visualizacdo da

capsula.

Figura 2- Fotomicrografia de leveduras do complexo C. neoformans coradas com tinta da China

revelando a presega de capsula polissacaridica (Ma & May 2009).

Atualmente o complexo C. neoformans é constituido por duas espécies:
C. neoformans, com duas variedades (var. grubii e var. neoformans) e C. gattii.
Através da biologia molecular este complexo poder ser classificado em 9 tipos
moleculares. A figura 3 mostra a classificacdo das leveduras do complexo C.
neoformans em espécies, sorotipos e tipos moleculares (Ma & May 2009,
Barnett 2010, Li & Mody 2010, Chaturvedi & Chaturvedi 2011, Vecchiarelli &
Monari 2012)
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Figura 3- Sistema de classificagdo das espécies e variedades do complexo C. neoformans
baseado na andlise da sorotipos e tipos moleculares (Lin & Heitman 2006).

O ciclo de vida de C. neoformans e C. gattii envolve as formas
assexuada  (levedura) (Figura 4A) e sexuada (basididsporos).
Morfologicamente, na fase assexuada o0 fungo se apresenta como uma
levedura encapsulada haploide, reproduzindo-se por brotamento (Bovers et al.
2008, Chayakulkeeree & Perfect 2008, Byrnes et al. 2011). Na fase sexuada
(teleomorfa), C. neoformans e C. gatti sGo denominados respectivamente
Filobasidiella neoformans e Filobasidiella bacillospora, ocorrendo em resposta
a limitacdo de nutrientes, havendo Mating type. A reproducao por Mating type
consiste na fusdo de dois tipos opostos (MATa e MATa), resultando na
producdo de filamentos dicariéticos com basidios em sua extremidade. No
basidio, ocorre a fusdo dos ndcleos e posteriormente uma divisdo por meiose.
Os produtos de meiose sofrem entdo mitoses formando basidiésporos, que sédo
os elementos de disperséo (Figura 4 B) (Kozubowski & Heitman 2002, Bovers
et al. 2008, Byrnes et al. 2011, Wang & Lin 2011).



Figura 4- Morfologia de C. gattii. Microscopia eletronica de varredura ilustrando a forma
assexuada constituida por leveduras (A) e reproducdo sexuada constituida por um basidio
com quatro basididsporos emergentes (B) (Byrnes et al. 2011).

Na auséncia de um mating type oposto, pode ocorrer um evento
denominado frutificacdo monocariética, onde ocorre a fusdo de dois Mating
types iguais, principalmente entre os MATa. A frutificacdo monocariética
poderia justificar a maior quantidade de isolados MATa em relagdo a MATa
(Kozubowski & Heitman 2002, Chayakulkeeree & Perfect 2006, Bovers et al.
2008, Chayakulkeeree & Perfect 2008, Byrnes et al. 2011, Wang & Lin 2011).

No meio ambiente a espécie C. neoformans é um fungo ubiquo,
presente em todo o mundo. Um importante reservatorio sdo as excretas de
aves, principalmente de pombos, depositadas no solo. A partir das excretas, as
leveduras ou basididésporos sdo suspensos no ar e desta forma podem entrar
em contato com os humanos por inalagcdo (Lin & Heitman 2006, Li & Mody
2010). Os pombos seriam entdo um elemento de propagacéo e disseminacao
do fungo, fornecendo um meio enriquecido para o crescimento de fungos
através de suas excretas. Quase todos os adultos da cidade de Nova lorque
(EUA) tém anticorpos reativos a C. neoformans, sugerindo que a exposi¢ao e
infeccdo assintomatica sdo comuns em individuos saudaveis (Li & Mody 2010).
Seu habitat parece estar também relacionado com as arvores e plantas,
especificamente na biodegradacéo natural da madeira. (Lin & Heitman 2006,
Lin 2009, Li & Mody 2010, Pfaller & Diekema 2010).

C. gattii é restrito a regides tropicais e subtropicais, incluindo Australia,

Camboja, Africa central, Brasil, México e Paraguai. Mais recentemente, foi
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encontrado também em regides temperadas, como na llha de Vancouver, no
Canada. Este fungo é encontrado junto aos detritos de arvores, principalmente
espécies de Eucalyptus e outras espécies como Laurus L. (Lauraceae),
Terminalia catappa L. (Combretaceae) e Guettarda acreana K. Krause
(Rubiaceae). Recentemente, foi observado que o solo é um importante
reservatorio deste microrganismo (Bovers et al. 2008, Lin 2009, Li & Mody
2010, Springer & Chaturvedi 2010, Byrnes et al. 2011, Bartlett et al. 2012). No
Brasil, varias espécies de plantas sdo descritas como fonte: Adenanthera
pavonina L. (Fabaceae), Cassia grandis L. f (Fabaceae), Eucalyptus spp. L'Hér
(Myrtaceae), Ficus spp L. (Moraceae), Guettarda acreana K. Krause
(Rubiaceae) e Moquilea tomentosa Benth. (Chrysobalanaceae) (Nucci et al.
2010).

Uma vez em contato com humanos, fungos do complexo C. neoformans
necessitam de mecanismos que auxiliem no estabelecimento da infeccao,

sendo estes denominados fatores de viruléncia (Ma & May 2009).

1.1.2 Fatores de Viruléncia

Os fatores de viruléncia desempenham fungdes que auxiliam o fungo
transpor defesas, promovendo a invasao e sobrevivéncia no hospedeiro, com
consequente estabelecimento da doenca (Casadevall & Pirofski 1999,
Steenbergen & Casadevall 2003, Casadevall 2007). A capsula, a producdo de
melanina, a capacidade de crescimento a 37°C e a producao de enzimas liticas
sao considerados os principais fatores de viruléncia em leveduras do complexo
C. neoformans (Steenbergen & Casadevall 2003, Casadevall 2007, Ma & May
2009).

Uma das caracteristicas essenciais para C. neoformans é a sua
capacidade para crescer na temperatura corporal humana, permitindo assim
causar infeccdo em humanos (Steenbergen & Casadevall 2003, Perfect 2006,
Ma & May 2009) Um gene determinante para esta funcdo € o CNA1l, que

codifica a subunidade catalitica A da calcinerina, uma fosfatase ativada pela



calmodulina, que auxilia na resposta a diversos estimulos ambientais para

adaptacao do fungo a diferentes tipos de estresses (Odom et al. 1997).

A capsula é importante para a sobrevivéncia de C. neoformans no
hospedeiro, fornecendo protecéo direta para a levedura através da inibicdo da
fagocitose e auxiliando na resisténcia a digestdo no fagossoma. O material
capsular é um potente imunomodulador, induzindo a producéo da interleucina
antinflamatoéria IL-10 e inibindo a migracdo dos fagécitos do hospedeiro
(neutrdfilos). Além disso, induzem a apoptose de macrofagos, que por sua vez,
induzem apoptose em células T (Pericolini et al. 2006, Monari et al. 2008,
Zaragoza et al. 2009, Vecchiarelli & Monari 2012).

A melanina € um pigmento hidrofébico de carga negativa, possui alto
peso molecular e é formada pela polimerizacdo de compostos fendlicos. A
sintese de melanina é catalisada pela enzima lacase, na presenca de
compostos difendlicos, tais como 3,4-di-hidroxifenilalanina (L-Dopa). Em
comparagcdo com células ndo melanizadas de C. neoformans, as células
melanizadas sdo0 menos suscetiveis a acdo de antifingicos como a
caspofungina e anfotericina B. A melanina protege também as células fangicas
contra agentes oxidantes e fagocitose (Steenbergen & Casadevall 2003, Zhu &

Williamson 2004, Ma & May 2009, Chen & Williamson 2011).

As proteinases sdo enzimas hidroliticas fungicas e degradam proteinas
do hospedeiro, incluindo colageno, elastina, fibrinogénio e imunoglobulinas,
fornecendo nutrientes para o fungo e protecdo contra o sistema imune do
hospedeiro. A replicacdo de C. neoformans dentro dos macréfagos €
acompanhada pela producao de enzimas, como as proteinases, que tem como
funcdo danificar a membrana do fagossoma (Steenbergen & Casadevall 2003,
Ma & May 2009).

Fosfolipases sdo enzimas capazes de hidrolisar ésteres de
glicerofosfolipidos, resultando na desestabilizagdo das membranas e lise
celular. Esta enzima auxilia na invasdo pulmonar através da clivagem de seu
principal surfactante dipalmitoil fosfatidilcolina e consequente adesdo do fungo

em células de pulmonares (Ghannoum 2000, Ma & May 2009).



A urease (Ure 1) tem um importante papel durante propagacédo do fungo
para o SNC a partir da corrente sanguinea, facilitando o sequestro levedura
presente nos leitos microcapilares para interior do cérebro(Steenbergen &
Casadevall 2003, Ma & May 2009). O mecanismo através do qual a producéo
de urease facilita propagacdo do fungo no cérebro ndo € ainda bem
estabelecido, mas pode envolver a produgdo de amoniaco, através da quebra
da uréia, substancia toxica para as células endoteliais (Kronstad et al. 2011).

Estes fatores de viruléncia sdo importantes determinantes da
patogenicidade, auxiliando no estabelecimento da infeccdo em humanos
(Casadevall et al. 2003, Li & Mody 2010, Kronstad et al. 2011).

1.1.3 Infeccdo causada por espécies do complexo Cryptococcus
neoformans

A infeccdo por C. neoformans é muito comum, mas a manifestacéo da
doenca é rara, uma vez que a presenca de anticorpos é observada em
individuos sem relatos de criptococose. Em geral, as criancas sofrem
exposicdo antes do cinco anos de idade, tornando-se portadores
assintomaticos. Acredita-se que a maioria dos casos de criptococcose seja
resultado da reativacdo de uma infeccdo assintomatica latente, ocorrendo
principalmente  devido ao estabelecimento de um quadro de
imunocomprometimento (Chayakulkeeree & Perfect 2006, Lin & Heitman 2006,
Li & Mody 2010). Entre as espécies de Cryptococcus, a infeccdo por C.
neoformans ocorre principalmente em hospedeiros imunocomprometidos,
sendo assim denominada infeccdo oportunistica. Enquanto infeccdes por C.
gattii ocorrem geralmente em imunocompetentes expostos ao contato primario
com o fungo (Vilchez et al. 2003, Lin 2009, Neofytos et al. 2010, Pappas et al.
2010, Pfaller & Diekema 2010, Byrnes et al. 2011, Liu et al. 2011).

A porta de entrada do Cryptococcus €é através da inalacdo de
basidiésporos ou leveduras provenientes de fontes saprofiticas ambientais,
dispersas no ar atingindo os pulmdes (Chayakulkeeree & Perfect 2006, Bovers

et al. 2008). Ao chegar aos alvéolos pulmonares, a resposta ao patégeno se
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difere pelas espécies em questdo e o estado imunologico do hospedeiro. Em
pacientes imunocompetentes, o contato com a espécie C. neoformans
desencadeia uma resposta do hospedeiro através de seus mecanismos de
defesa (Kawakami 2002). Na resposta inflamatéria, os macréfagos
representam a primeira linha de defesa e a morte do Cryptococcus pode
ocorrer em conjunto com a presenca de neutréfilos, mondcitos e protecao
especifica, resultantes de células T e B. Estes fatores s@o suficientes para o
controle da infeccdo, levando o fungo a morte ou algumas vezes
permanecendo quiescente no pulmdo. Apds algum evento que leve a
Imunossupressao, 0 microrganismo se reativa podendo disseminar e causar
uma infecdo sistémica. Ja para C. gattii, o contato primario com em pacientes
imunocompetentes ou imunocomprometidos pode ocasionar a sintomatologia,
podendo se disseminar a partir do pulmdo (Brummer 1999, Rodrigues et al.
1999, Lin & Heitman 2006).

Na criptococose pulmonar, pode ocorrer infeccdo assintomatica,
geralmente em hospedeiros imunocompetentes em contato com a espécie C.
neoformans. A forma grave de pneumonina pode ser observada em pacientes
imunocomprometidos ou imunocompetentes expostos ao C. gattii. Febre, tosse
produtiva, dor toracica e perda de peso sdo o0s principais sintomas da
criptococose pulmonar aguda, evoluindo para insuficiéncia respiratoria aguda

em imunossuprimidos (Chayakulkeeree & Perfect 2006, Li & Mody 2010).

Apesar dos macréfagos representarem a primeira linha de defesa no
pulmd@o contra fungos do complexo C. neoformans, eles tém um papel
importante na disseminacao sistémica. Cryptococcus fagocitados conseguem
sobreviver fagossoma e se disseminam de forma hematogénica. O macréfago
auxilia o fungo a atravessar a barreira hematoencefalica, através de um
mecanismo conhecido como ““cavalo de tréia, posteriormente liberando o

fungo viavel no tecido cerebral (Kronstad et al. 2011).

Este fungo exibe um acentuado tropismo pelo SNC, levando a
meningoencefalite, principal manifestacdo clinica da criptococose. Esta
caracteristica pode ser explicada por trés principais fatores como: a) a

presenca de receptores especificos de células neuronais, b) a auséncia de



resposta inflamatéria e a presenca de substratos como tiamina, acido
glutdmico, glutamina e carboidratos, c¢) nutrientes assimilaveis pelo fungo,
assim como a presenca de dopamina, precursor de melanina, um importante
fator de viruléncia do fungo (Buchanan & Murphy 1998, Severo et al. 1998,
Ikeda et al. 2002, Chayakulkeeree & Perfect 2006, Lin & Heitman 2006, Bovers
et al. 2008, Li & Mody 2010, Kronstad et al. 2011).

Em pacientes imunocompetentes, o envolvimento do SNC é menos
comum, enquanto em imunodeprimidos, como os HIV positivos, mais de 90%
apresentam quadros de neurocriptococose (Pappalardo & Melhem 2003,
Chayakulkeeree & Perfect 2006, Lin & Heitman 2006, Li & Mody 2010). As
manifestacdes clinicas da criptococose do SNC incluem febre, dor de cabeca,
neuropatia, letargia, perda de memoria e sinais de irritacdo nas meninges.
Como resultado da infeccdo, ocorre a formacdo de um denso exsudato
leptomenigeo, composto por leveduras, fibras colagenas, linfocitos e
plasmacitos (Buchanan & Murphy 1998, Severo et al. 1998, Chayakulkeeree &
Perfect 2006, Lin & Heitman 2006, Bovers et al. 2008, Li & Mody 2010).

A figura 5 representa as vias de penetracdo e disseminacdo de

Cryptococcus no tecido do hospedeiro.

Esporos/leveduras Disseminag3o hematogénica

Infecgio pulmonar

Fontes ambientais

Agente de

dispers3do
& Meningite por

ﬁ » Cryptococcus

Solo e excretas de aves

Figura 5- Ciclo de infec¢ao de espécies do complexo C. neoformans (ambiente e hospedeiro)
(Lin & Heitman adaptado 2006).



1.1.4 Epidemiologia

Antes da epidemia do HIV, a criptococose era uma infecgdo incomum,
invariavelmente com baixo nimero de casos. A principal populacdo suscetivel
era pacientes submetidos a transplantes de 6rgdos sdlidos, terapia
imunossupressora e portadores de cancer. Nos anos 80 e 90 com o aumento
no numero de casos de pacientes com a sindrome da imunodeficiencia
adquirida (aids), tanto em paises desenvolvidos como em paises em
desenvolvimento, a criptococose emergiu como uma importante causa de
morbidade e mortalidade (Vilchez et al. 2003, Warnock 2007, Neofytos et al.
2010, Pappas et al. 2010, Pfaller & Diekema 2010, Warkentien & Crum-
Cianflone 2010, Chaturvedi & Chaturvedi 2011, Liu et al. 2011). O uso de
antifingicos profilaticos e a introducdo da terapia antiretroviral por volta dos
anos de 1995-1996 modificou o curso de doenca criptocécica em pacientes
com HIV, diminuindo a sua incidéncia principalmente em paises desenvolvidos
(Warnock 2007, Leimann & Koifman 2008, Park et al. 2009, Pfaller & Diekema
2010). Em paises pobres e em desenvolvimento, com recursos limitados para o
tratamento da aids, a criptococose ainda se apresenta altos indices (Warnock
2007, Warkentien & Crum-Cianflone 2010).

Sado descritos cerca de 957.900 casos de meningite criptococica que
ocorrem a cada ano em pacientes com aids, resultando em mais de 625.000
mortes. A regido com o maior nimero de casos ainda € a Africa sub-saariana
com 720.000 casos, seguido pelo Sul e Sudeste Asiatico com 120.000 casos
(Park et al. 2009). No Brasil, entre 1980 a 2002, 215.810 casos de aids foram
registrados, sendo que 6% tinham criptococose (Pappalardo & Melhem 2003).
Ja no periodo de 1998 a 2006, Prado et al. (2009) relataram que 125.633
pacientes morreram de aids no Brasil, sendo a criptococose causa de 2,4% dos
Obitos (aproximadamente 3000) (Prado et al. 2009).

C. neoformans € a principal espécie causadora de infeccbes em
pacientes HIV positivos, sendo os sorotipos A e D responsaveis pela maioria
dos casos. O sorotipo A (C. neoformans var grubii) representa mais de 95% de
todos os casos de criptococose mundial, abrangendo 99% dos pacientes com

HIV e criptococose. C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) € mais comum
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na Europa, onde 30% das infeccOes relatadas sdo causados por esta
variedade, aumentando assim sua prevaléncia, quando comparado com outras

regides mundiais (Bovers et al. 2008, Lin 2009, Sifuentes-Osornio et al. 2012).

C. gattii € endémico em regides tropicais e subtropicais, sendo
responsavel por infeccbes principalmente em individuos imunocompetentes,
podendo acometer em menor proporcdo em imunocomprometidos (Pappalardo
& Melhem 2003, Bovers et al. 2008, Lin 2009). Os tipos moleculares VGI e VGl
tém sido associados com a maioria dos surtos em hospedeiros saudaveis, em
regides como o territorio Norte da Australia, na Nova Guiné e América do
Norte. Por outro lado, os tipos moleculares VGIIl e VGIV ocorre em pacientes
imunocomprometidos, incluindo os portadores de HIV na Africa Subsaariana
(VGIV) e nos Estados Unidos (VGIIl), mostrando perfis epidemioldgicos
semelhantes aos observados na espécie de C. neoformans (Byrnes et al.
2011).

Em 1999 ocorreu um grande surto de infeccdo priméria por C. gattii na
América do Norte, comecando na ilha de Vancouver, no Canada, acometendo
seres humanos e animais e expandindo para os EUA (Washington e Oregon).
Este patdogeno é endémico em toda regido e estd associado a terra e uma
variedade de espécies de arvores nativas. Mais de 50% dos pacientes
infectados eram saudaveis e o tipo molecular VGII foi responsavel por 95% dos
casos, com uma alta incidéncia e mortalidade (Galanis & MacDougall 2010,
Byrnes et al. 2011, Chaturvedi & Chaturvedi 2011, Heitman 2011). No Brasil, C.
gattii € endémico principalmente na regido nordeste onde se concentra 70%

dos casos no pais (Pappalardo & Melhem 2003).

1.1.5 Tratamento

Os principais farmacos usados na terapia da criptococose sao o
poliénico anfotericina B, a fluocitosina que € um analogo de pirimidinas e o
derivado azolico fluconazol (Perfect et al. 2010). A anfotericina B interage com
ergosterol, principal componente da membrana celular fangica, levando a

formacdao de pequenos poros, aumentando sua permeabilidade e
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consequentemente morte celular. A fluocitosina interfere na sintese de acidos
nucléicos dependentes da citosina permease, que converte o composto inicial
em 5-fluorouracil, que se incorpora ao RNA alterando o funcionamento celular.
O fluconazol inibe a enzima citrocomo P-450, desta forma diminui a sintese do
ergosterol, principal constituinte da membrana. Isto leva a um acumulo de
lanosterol, composto toxico para o metabolismo celular e promove a alteragédo
das propriedades e funcdo da membrana celular fungica (Lemke et al. 2005,
Carrillo-Mufioz et al. 2006, Chen & Sorrell 2007, Cohen 2010).

O tratamento da meningite criptococdcica inclui o regime fungicida de 2
semanas com anfotericina B e fluocitosina, seguido pela terapia de
manutencdo com fluconazol, no minimo por 8 semanas. Este tratamento é
indicado tanto em individuos imunocompetentes como imunocomprometidos.
Em pacientes portadores de AIDS a dosagem indicada é a anfotericina B 0,7—
1,0 mg/kg/dia por via intravenosa, fluocitosina 100mg/kg/dia via oral,
subdividido em 4 doses e fluconazol 400 mg (6 mg/kg/dia) via oral (Bivanco et
al. 2006 , Perfect et al. 2010, Warkentien & Crum-Cianflone 2010, Vecchiarelli
& Monari 2012).

Na associacdo da anfotericina B e fluocitosina o tratamento se torna
mais eficiente, sendo rapidamente fungicida e com menor risco de falha
terapéutica, obtendo resultados melhores quando comparados a anfotericina B
administrada sozinha ou em combinacdo com o fluconazol. O uso da
anfotericina B requer instalacdes adequadas para a administracdo de terapia
intravenosa. Devido seu potencial de causar nefrotoxicidade, € importante
também o acompanhamento da funcao renal (Perfect et al. 2010, Warkentien &
Crum-Cianflone 2010, Vecchiarelli & Monari 2012).

Existem relatos do aparecimento de resisténcia a anfotericina B,
fluconazol e flucitosina em isolados de C. neoformans durante o tratamento. A
maioria destes relatos envolve resisténcia ao fluconazol em pacientes com
AIDS e meningite, apés receberem um longo tratamento ou a profilaxia com
fluconazol (Canuto & Gutierrez 2002, Kontoyiannis & Lewis 2002, Cannon et al.
2009, Pfaller & Diekema 2010).
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A presenca de isolados fungicos resistentes ao tratamento convencional
e a toxicidade dos farmacos presentes no mercado demonstram a necessidade
da busca de novas moléculas com atividade antifingica para enriquecer o
pobre arsenal terapéutico. Dentre as fontes de pesquisa, podemos citar 0s
produtos naturais como uma quase que infinita fonte de compostos

farmacologicamente ativos, sendo que as plantas se destacam neste ambiente.

1.2 PRODUTOS NATURAIS A PARTIR DE PLANTAS: OLEOS ESSENCIAIS

E estimada a existéncia de 250 a 500 mil espécies de plantas no
planeta, destas tém documentado cerca de 10 mil com uso medicinal. As
plantas possuem uma capacidade quase ilimitada de sintetizar substancias,
com uma variedade de grupos funcionais. Os compostos farmacologicamente
ativos sdo advindos principalmente dos metabdlitos secundarios. Atualmente
13.000 destes compostos ja foram isolados, representando uma parcela de
apenas 10% do total (Cowan 1999, McChesney et al. 2007, Arif et al. 2009,
Silva & Junior 2010). O metabolismo das plantas é devido em dois grandes
grupos, sendo o primeiro os metabdlitos primarios, de ocorréncia universal e
essencial para a vida como aminoé&cidos, proteinas, carboidratos, nucleotideos
e lipideos (Simdes et al. 2007). Os metabdlitos secundarios, por sua vez, sdo
de ocorréncia restrita a certos grupos de plantas e estdo relacionados a
autodefesa e relacdes alelopéticas. Sdo exemplos de metabdlitos secundarios
os terpenos, flavondides, alcaloides, fenilpropandides, entre outros (Cowan
1999, Simdes et al. 2007).

Os oOleos essenciais (OEs) sdo compostos naturais de forte odor,
advindos do metabolismo secundéario das plantas arométicas. Consistem de
uma mistura complexa de diferentes substancias, sendo estas, principalmente
terpenos e felipropandides. Sao liquidos, volateis, limpidos, lipossoluveis e
misciveis em solventes organicos. Podem ser produzidos em todos os 0rgaos
da planta como brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes,
madeira ou casca e armazenadas em células secretoras, células epidérmicas

ou tricomas glandulares (Bakkali et al. 2008, Reichling et al. 2009, Adorjan &
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Buchbauer 2010). Na natureza, os OEs desempenham um papel importante na
protecdo das plantas como agentes antibacterianos, antivirais, antifingicos,
inseticidas e também acao contra o herbivorismo. Possuem a caracteristica de
atrair alguns insetos para favorecer a dispersdo do pélen e sementes, ou repelir

outros indesejaveis (Bakkali et al. 2008).

Uma das principais formas de obtencdo dos OEs a partir das plantas é
pela extracdo por arraste a vapor, uma técnica utilizada devido a economia,
simplicidade e possibilidade de trabalhar com grandes quantidades. Este
método baseia-se na capacidade de volatilizacdo do composto, permitindo
extrair substancias imisciveis em agua. O vapor gerado em uma caldeira em
contato com a matriz vegetal promove a volatilizacdo do OE, que é separado

posteriormente em um decantador (Figura 6) (Souza et al. 2012).
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Figura 6- Representacao das etapas de extracao do OE por arraste a vapor (Souza et al.

2012 adaptado).

Uma vez extraido, é importante estabelecer a analise quantitativa e
qualitativa do OE, determinando assim seus principais constituintes e sua

porcentagem. O melhor e mais usado método de separacdo dos componentes
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dos OEs é a Cromatogragia Gasosa (CG), no qual a amostra vaporizada é
injetada na cabeca da coluna cromatografica. A eluicao é feita por um fluxo de
fase movel gasosa inerte. Os componentes sdo separados em consequéncia
de sua particdo entre uma fase mével gasosa e uma fase estacionaria solida,
contida dentro de uma coluna (Skoog et al. 2006, Simdes et al. 2007). Através
do tempo de retencéo, ou seja, 0 tempo que cada componente demorou em
percorrer toda a coluna é possivel identificar cada componente, quando
comparado a padrdes determinados. Para uma analise mais precisa é utilizado
também o indice de Kovats, que compara o tempo de retencdo com uma série

de hidrocarbonetos homdélogos (Simdes et al. 2007).

Depois de separados, os componentes sdo quantificados pelo detector
de ionizagdo em chama (FID), um dos mais empregados em aplicagbes da CG
em geral. O efluente da coluna é dirigido para uma pequena chama de
ar/hidrogénio. A maioria dos compostos organicos produz ions e elétrons
quando pirolizados a temperatura de uma chama. A deteccdo envolve o
monitoramento da corrente produzida pela coleta desses portadores de carga
(Skoog et al. 2006). A figura 7 esquematiza as partes de um CG através de um

diagramama de blocos.
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Figura 7- Diagrama de blocos de um cromatdgrafo a gas tipico (Skoog et al. 2006).
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Os OEs sdo uma mistura complexa de varios componentes oriundos do
metabolismo secundario das plantas. Alguns de seus principais componentes
sdo os terpenoides e fenilpropandides. Os terpendides sdo biossintetizados a
partir da via do mevalonato e methilerithritol fosfato, sendo que estruturalmente
sao constituidos basicamente por unidades de isoprenos C5 (Figura 8). Dentre
estes, os monoterpenos (C10) estdo presentes em grandes quantidades nos
OEs, seu esqueleto € constituido por dois isoprenos formando moléculas com
10 atomos de carbono (Figura 9). Os fenilpropanoides, por sua vez, sao
constituidos pela forma basica de fenilpropanos C6C3 (Figura 10), tem origem
a partir da via do chiquimato, uma importante rota para a obtencdo de
aminoé&cidos aromaticos essenciais (Dewick 2009).

o

isopreno C5

Figura 8- Estrutura quimica do isopreno constituido por 5 a&tomos de carbono (C5) - unidade

basica de formagao dos terpenoides.

JV\./'%/\
OH

geraniol C10

Figura 9- Monoterpeno geraniol, constituido por 10 atomos de carbono (C10) e duas
unidades de isoprenos.

fenilpropano C6C3

Figura 10- Estrutura quimica do fenilpropano, constituida por um anel aromatico ligada a

uma cadeia de 3 atomos de carbono (C6C3), unidade basica dos fenilpropandides.
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Atualmente, aproximadamente 3000 OEs sao conhecidos, 300 dos quais
sdo comercialmente importantes, especialmente para a industria farmacéutica,
alimentos, agronémica, sanitaria, cosméticos e perfumes (Bakkali et al. 2008,
Adorjan & Buchbauer 2010). No que se diz respeito a avaliacdo do potencial
antimicrobiano de OEs, bons resultados tém sido relatados, levando a
descoberta de compostos ativos até contra microrganismos resistentes a
terapia convencional (Maciel et al. 2002, Mulyaningsih et al. 2010, Freire et al.
2011, Lang & Buchbauer 2011, Noumi et al. 2011, Silva et al. 2011, Wagner
2011, Zore et al. 2011, Shreaz et al. 2011b). A possivel descoberta de novos
compostos antifungicos a partir de plantas se mostra importante, na tentativa
de modificar o cenario atual que corresponde a um pobre arsenal terapéutico
disponivel para o tratamento das doencas causadas por fungos (Arif et al.
2009).

Levantamentos realizados sobre OEs documentados na literatura com
atividade antifingica, levou a escolha de sete plantas: Mentha x piperita L.
(Lamiaceae), Melaleuca alternifélia Cheel (Myrtaceae), Citrus x paradisi
Macfad. (Rutaceae), Eucalyptus globulus Labill. (Myrtaceae), Pelargonium
graveolens L'Hér. ex Aiton (Geraniaceae), Cymbopogon flexuosus (Nees ex
Steud.) Will. Watson (Poaceae) e Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry
(Myrtaceae) para a avaliacdo de sua acéo fungicida. Sendo que apenas as
espécies de P. graveolens, C. flexuosus e S. aromaticum demonstraram boa
atividade (Iscan et al. 2002, Tampieri et al. 2005, Viuda-Martos et al. 2008,
Pinto et al. 2009, Rosato et al. 2009, Noumi et al. 2011).

1.2.1 Pelargonium graveolens

P. graveolens, espécie pertence a familia Geraniaceae, € composta por

11 géneros e 700 espécies presentes principalmente em regides temperadas e

tropicais, crescendo em solo pedregoso. A importancia econémica desta familia

inclui o cultivo para uso ornamental (Geranium sp e Pelargonium sp) e a
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producdo de Oleos essenciais (Pelargonium sp) (Mativandlela et al. 2006,
Simpson 2006).

O género Pelargonium possui aproximadamente 270 espécies de
pequenos arbustos perenes, sendo que 80% est&o limitadas ao sul da Africa,
enquanto outras estdo presentes na Australia, Nova Zelandia e Extremo
Oriente. Algumas espécies sdo aromaticas como P. capitatum, P. graveolens e
P. radens, sendo cultivadas para producéo de OEs. O OE de Pelargonium sp.
faz parte da composicédo de perfumes de alta qualidade, como o masculino
Kouros (Yves Saint Laurent-1981), Polo Blue (Ralph Lauren-2003) e perfumes
femininos como o Aromatics Elixir (Clinique-1975), Dioressence (Dior-1979),
Paris (Yves Saint Laurent-1983) e Paul Smith Women (Paul Smith-2000) (Miller
2002, Mativandlela et al. 2006, Simpson 2006, Gomes et al. 2007, Cavar &
Maksimovic 2012).

Espécies de Pelargonium sao utilizadas na medicina popular para
tratamento de feridas, febre, célica e como anti-helmintico. Na aromaterapia é
utiizado para diminuir os sintomas da menopausa, tensdo nervosa e
ansiedade. Na homeopatia chinesa € usado para promover a expulsdo de
toxinas que inibem o equilibrio do organismo (Lis-Balchin & Deans 1996,
Peterson et al. 2006).

P. graveolens, vulgarmente conhecido como o geranio é nativo da
Provincia do Cabo (Africa do Sul) e foi introduzido na Europa através do
comércio de especiarias e coleta de plantas medicinais por marinheiros, no
inicio do século XVII. E um arbusto ramificado de até 1,3 m de altura, possui
folhas fortemente recortadas, de textura aveludada, devido a presenca dos
pelos glandulares. Os caules sdo herbaceos quando jovem, tornando-se
lenhoso com a idade (Figura 11) (Miller 2002, Rana et al. 2002, Peterson et al.
2006, Cavar & Maksimovic 2012, Boukhris et al. 2012a).
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Figura 11- llustragao das flores e folhas de Pelargonium graveolens.
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O OE de geranio € composto por uma mistura de odores (rosaceo, de
frutas, mentolado) podendo ser identificados mais de 120 constituintes. Os
principais componentes do Oleo sdo monoterpenos oxigenados, sendo
citronelol e geraniol os principais (Figura 12) (Inouye et al. 2001, Rana et al.
2002, Lorenzi et al. 2009, Swamy & Rao 2009, Cavar & Maksimovic 2012,
Boukhris et al. 2012a).

OH OH

geraniol citronelol

Figura 12- Citronelol e geraniol - principais constituintes do éleo essencial de P. graveolens.

O OE é utilizado na aromaterapia e na producéo de perfumes e produtos
cosmeéticos, sendo um dos melhores Oleos para o tratamento da pele
promovendo abertura dos poros. E utilizado também como agente aromatizante
de bebidas alcodlicas e refrigerantes. Na medicina tradicional destacamos seu
uso como antiasmatico, antialérgico, antioxidante, anti-diarréico,
antihepatotoxico, diurético e antidiabéticos. Estudos mais recentes demonstram
atividades ansiolitica, hipoglicemiante, antimicrobiana, antioxidante e acaricida
(Miller 2002, Abe et al. 2004, Maruyama et al. 2006, Chen & Viljoen 2010,
Tajkarimi et al. 2010, Dobetsberger & Buchbauer 2011, Zore et al. 2011, Cavar
& Maksimovic 2012, Boukhris et al. 2012a, Boukhris et al. 2012b).

1.2.2 Cymbopogon flexuosus

C. flexuosus pertence a familia Poaceae. O género Cymbopogon, com

aproximadamente 180 espécies e variedades nativas de regifes tropicais do
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velho mundo e Oceania. As plantas deste género sdo perenes e nao
ultrapassam 1 metro, folhas longas e estreitas contendo pelos glandulares.
Algumas espécies aromaticas sdo valorizadas comercialmente sendo fonte da
extragdo de OE como: C. martinii, C. citratus e C. flexuosus, utilizados na
industria de perfumes, cosmeéticos e farmacéuticos (Carlson et al. 2001,
Schaneberg & Khan 2002, Khanuja et al. 2005, Rauber et al. 2005, Akhila
2010, Desai & Parikh 2012).

C. flexuosus (Figura 13) é popularmente conhecida como lemongrass
ou capim lim&o, sendo nativa da india, mas cultivada em vérias partes do
mundo para a obtencdo do seu OE. Na medicina popular esta planta é usada
como anti-hipertensivo, anti-inflamatério e util no tratamento da irritabilidade
gastrica. Estudos recentes demonstram atividade anticancer e atividade
repelente contra mosquitos (Jayasinha 1999, Natha et al. 2002, Evans 2008,
Caballero-Gallardo et al. 2012, Desai & Parikh 2012).
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Figura 13- llustragao das folhas de C. flexuosus.

O dleo essencial de C. flexuosus tem como principal componente o citral
(3,7-dimetil-2,6-octadienal) (Figura 14), um aldeido alifatico composto por uma
mistura dos isbmeros neral e geranial. Por causa de seu odor de limao, citral &
amplamente utilizado como um aromatizante de alimentos, bebidas, doces,
perfumes e produtos de higiene pessoal. Além disso, pode ser usado como
ponto de partida para a sintese do mentol, vitamina A e beta caroteno. Citral
exibe também atividade farmacoldgica importante como sedativo,
antidepressivo, antiviral, antifingico e antitumoral (Komori et al. 1995, Sharma
et al. 1996, Carlson et al. 2001, Schaneberg & Khan 2002, Filho et al. 2003,
Trasarti et al. 2004, Rauber et al. 2005, Akhila 2010, Desai & Parikh 2012).
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geranial neral

Figura 14- Geranial e neral - principais constituintes do 6leo essencial de C. flexuosus.

1.2.3 Syzygium aromaticum

S. aromaticum pertence a familia Myrtaceae que se apresentam como
arvores perenes, de 10 a 20 metros de altura com folhas rosadas a verdes
escuras, flores e frutos vermelhos, conhecida no Brasil como cravo da india
(Figura 15). E nativa da ilha de Moluca, localizada no sul da Indonésia, mas
atualmente cultivada em muitas areas tropicais, Incluindo, Africa (Madagascar
e Tanzéania), Brasil, Indonésia, Malasia e Sri Lanka (WHO 1999, Srivastava et
al. 2005, Chaieb et al. 2007, Bassolé & Juliani 2012, Rozza & Pellizzon 2013).
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Figura 15- llustragao das folhas e flores de S. aromaticum

A partir dos botdes florais de S. aromaticum é possivel a obtencdo do

seu OE contendo uma mistura volatil de terpenos ciclicos, alifaticos e
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principalmente de fenilpropanoides. O componente principal € o fenilpropandide
eugenol (4-allyl-1-hydroxy-2-methoxybenzene) (60-95%) (Figura 16), seguido
por acetato de eugenol e B-cariofileno (WHO 1999, Chaieb et al. 2007, Dewick
2009, Rozza & Pellizzon 2013).

OH

eugenol

Figura 16- Eugenol - principal constituinte do 6leo essencial de S. aromaticum.

O OE é utilizado em cremes dentais, sabonetes, enxaguantes bucais,
devido a acdo antimicrobiana em bactérias bucais causadoras de cérie, e
também possui acdo analgésica. Tem indicacdo etnofarmacol6gica em
desordens gastrointestinais, tosse, resfriados, bronquite, sinusite, asma e
processos inflamatoérios (Baratta et al. 1998, Dorman et al. 2000, Friedman et
al. 2002, Gayoso et al. 2005, Chaieb et al. 2007, Halder et al. 2011, Bassolé &
Juliani 2012) .

Varias propriedades farmacolégicas do OE de cravo ou o seu principal
componente, eugenol, foram demonstradas incluindo atividades como
anestésicas, analgésicas, anti-oxidante, anti-inflamatoria, anti-carcinogénica,
anti-mutagénica, gastroprotetora, insecticida e também atividade
antimicrobiana (Lee & Shibamoto 2001, Guenette et al. 2006, Nangle et al.
2006, Ou et al. 2006, Chaieb et al. 2007, Pinto et al. 2009, Bassolé & Juliani
2012, Rozza & Pellizzon 2013).
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A tabela 1 resume as caracteristicas de cada planta citada

anteriormente:

Tabela 1- Nome popular, principais constituintes dos OEs e uso terapéutico das espécies de
P. graveolens, C. flexuosus e S. aromaticum.

Planta Nome Popular Componentes OE Uso terapéutico
P. graveolens Geranio Citronelol antiasmatico,
geraniol antialérgico,

antioxidante,
antidiarreico,

antihepatotoxico

C. flexuosus Capim-lim&o Citral anti-hipertensivo,

anti-inflamatério

S. aromaticum Cravo Eugenol antiasmatico

anti-inflamatério

1.3 ENSAIOS in vitro PARA A DETECCAO DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA
DE NOVOS COMPOSTOS

Produtos naturais, a base de plantas, sdo uma rica fonte na pesquisa de
novos candidatos a farmacos. Para determinar a acdo antifingica de um novo
composto é preciso submeté-lo a ensaios in vitro, com células fungicas (Clardy
& Walsh 2004, Cordell & Colvard 2005, Gulluce et al. 2006, Liu et al. 2007,
Scorzoni et al. 2007, Scorzoni et al. 2007b). Atualmente ha uma diversidade de
metodologias para a determinacdo da atividade antifingica, a inexisténcia de
padronizacdo destes testes ndo contribui para a reprodutibilidade dos ensaios e
dificultam a comparacdo dos resultados obtidos. Diferentes estudos, com
principios e sensibilidades diferentes, mostram que os resultados sofrem
influéncia da metodologia utilizada. Alguns dos ensaios mais usados sao 0s

discos difusdo, a técnica de difusdo em agar e os testes de microdiluigdo em
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caldo (Clardy & Walsh 2004, Cordell & Colvard 2005, Gulluce et al. 2006, Liu et
al. 2007, Scorzoni et al. 2007, Scorzoni et al. 2007b).

A técnica de disco difusdo consiste na utilizagéo de disco de papel de filtro
impregnado com o composto da planta, depositados na superficie de uma
placa de Petri, contento um meio sdélido com indculo fungico. A atividade
antifingica é observada pela formacéo de halos de inibicdo do crescimento ao
redor do disco (Pfaller & Yu 2001, Scorzoni et al. 2007, Scorzoni et al. 2007b,
Adorjan & Buchbauer 2010, Lang & Buchbauer 2011). O teste de disco difusao
tem como vantagem o facil manuseio e baixo custo, além de necessitar de
pouca quantidade do composto avaliado. Apesar da facilidade do método,
alguns importantes problemas séo observados. Primeiramente o teste se limita
a substancias polares, pois as apolares dificilmente conseguem difundir no
meio solido, enquanto que as volateis tem seu desempenho diminuido devido a
perda de substancias. Os OEs por serem substancias apolares e volateis, ndo
sdo adequados para serem avaliados nesta técnica (Pfaller & Yu 2001,
Scorzoni et al. 2007, Scorzoni et al. 2007b, Adorjan & Buchbauer 2010, Lang &
Buchbauer 2011).

A diluicdo em &gar consiste na diluicio seriada de diferentes concentraces
do composto da planta incorporadas ao meio sélido que € colocado em placas
de Petri onde é inoculado o fungo (Silva et al. 2005). A auséncia de
crescimento demonstra a atividade do composto sobre o microrganismo
avaliado (Passos et al. 2002). Esta metodologia € quantitativa por permitir a
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), que é a menor
concentracdo do agente que impede o crescimento visivel do microrganismo
(Souza et al. 2003, Lemos et al. 2005). A desvantagem deste método é o0 uso
de grandes quantidades tanto do meio de cultura quanto do composto teste.

O teste de microdiluicdo em caldo é realizado em meio liquido Roswell Park
Memorial Institute 1640 (RPMI), tamponado com acido
morpholinepropanesulfonico (MOPS) pH 7,0. Em placas de poliestireno
contendo 96 pocos séo colocadas dez concentracdes seriadas do composto da
planta (ug/mL), ao quais sdo adicionados 10° células/mL de fungo. Apés
incubagédo a 35°C é realizada a leitura da CIM. O teste de microdiluicdo em
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caldo € o mais adequado para determinar a atividade antifUngica de produtos
naturais a base de plantas. Scorzoni et al. (2007) compararam a técnica de
disco de difusdo com a de microdiluicdo em caldo, onde foram avaliados 16
extratos brutos, 27 fracdes e 26 substancias purificadas a partir de plantas das
familias Piperaceae, Rubiaceae, Clusiaceae, Fabaceae e Lauraceae. Foram
avaliados espécies de Candida e Cryptococcus e observaram que a técnica de
microdiluicdo em caldo apresentou maior sensibilidade e, portanto deve ser o
meétodo de escolha para a deteccao da atividade farmacoldgica (Scorzoni et al.
2007, Scorzoni et al. 2007b).

Além da alta sensibilidade, outra vantagem desta técnica € uma boa
reprodutibilidade, utilizando pouca quantidade do composto e meio de cultura,
além de ser um teste quantitativo que determina a CIM. Além das vantagens
citadas anteriormente, podemos destacar a presenca do documento M27-A3 do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI 2008), que descreve
detalhadamente a metodologia deste teste, assim como os meios de cultura a
serem usados, contribuindo assim para a obtencao de resultados confidveis e
reprodutiveis (Hadacek & Greger 2000, Pfaller 2005, Scorzoni et al. 2007,
Lass-Florl et al. 2009, Lang & Buchbauer 2011).

O CLSI é uma instituicdo internacional constituida por membros voluntérios
com o intuito de produzir documentos, normas ou diretrizes consensuais que
auxiliam em questdes relacionadas a saude.(CLSI 2002, Pfaller 2005, Lass-
Florl et al. 2009). O documento M27-A3 intitulado: Método de Referéncia para
testes de suscetibilidade de leveduras a antifungicos foi padronizado para
espécies de Candida e C. neoformans. O principal objetivo deste protocolo foi
validar uma metodologia padrédo ouro, para avaliar isolados causadores de
infecgbes fungicas, determinando seu perfil de suscetibilidade aos farmacos
avaliados e assim permitindo a deteccdo de cepas resistentes aos antifingicos
utilizados no tratamento (CLSI 2008, Lass-Florl et al. 2009). Além disso, este
protocolo pode servir como ponto de partida para outras analises e
abordagens, podendo assim entéo, ser utilizado como ferramenta para a busca
e descoberta de novos compostos com atividade antifingica (Scorzoni et al.
2007, Scorzoni et al. 2007b).
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1.4 ESTUDO DA TOXICIDADE

Compostos que apresentam atividade antifingica in vitro, como etapa
imprenscindivel, deve ser submetida a avaliagdo de sua toxicidade, com a
importante funcdo de determinar efeitos nocivos, promovendo a seguranca na

sua administracéo com fins terapéuticos (Correa et al. 2009).

De modo geral, na trajetoria de avaliacdo da toxicidade de um composto
gue se tornara um medicamento, incialmente sao feitos os ensaios a partir de
técnicas in vitro, posteriormente sdo feitos ensaios in vivo em animais de
laboratorio e s6 entdo avaliados em humanos (Simdes et al. 2007, Correa et al.
2009). O primeiro passo ao analisar a toxicidade € a avaliacdo in vitro, onde
sao utilizados culturas de células para avaliar o potencial citotoxico. A técnica
empregada apresenta vantagens como uma grande variedade de linhagens
disponiveis para andlise, o baixo custo, pequeno espaco fisico necessario para
o desenvolvimento do estudo, ndo necessitam de aprovacdo no comité de

ética, apresentam uma boa sensibilidade e reprodutibilidade (Pinto et al. 2010).

Partindo de uma quantidade conhecida de células, os testes de
citotoxicidade medem a proporcéo de células viaveis apés a exposicao de um
agente quimico (Freshney 2005). Apds o tratamento com o agente, as células
sdo avaliadas com um indicador de viabilidade, sendo que um dos mais
utilizados € o corante MTT, que mede a competéncia metabdlica com base na
avaliacdo da atividade mitocondrial. Em células vivas a cor amarela do MTT é
reduzida a cristais de formazana pelo sistema citocoromo das células viaveis
(enzima succinato desidrogenase), sendo a cor puUrpura resultante, uma
medida direta de viabilidade celular (Mosmann 1983, Baltrop & Owen 1991). A

intensidade da producao de cor é entdo avaliada em espectrofotometria.

Apoés a determinacédo da atividade antifingica e baixo potencial citotoxico,
o estudo do mecanismo de acdo dos OEs se torna necessario para o

entendimento melhor sobre sua acéo especifica nas células fungicas.
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1.5 DETERMINACAO DO MECANISMO DE ACAO DOS OEs SOBRE AS
CELULAS FUNGICAS

O estudo do mecanismo de acdo dos OEs sobre as células fungicas é
importante para o conhecimento mais detalhado sobre sua acéo farmacolégica
e antifungica. Algumas metodologias séo interessantes estratégias para o
enriqguecimento deste estudo, entre elas se destaca 0 equipamento citometro
de fluxo, que a partir do uso de diferentes marcadores, possibilita analisar a
acdo antifungica por varios aspectos (Pina-Vaz et al. 2001, Pinto et al. 2009,
Vale-Silva et al. 2012). Ja a quantificacdo do ergosterol € uma técnica simples
que permite a visualizacdo da inibicAo deste importante constituinte da
membrana celular fangica, através da espectrofotometria (Arthington-Skaggs et
al. 1999, Pinto et al. 2009).

1.5.1 Ensaios utilizando citometria de fluxo

A Citometria de fluxo (CF) € um método analitico que permite a rapida
medicdo de parametros oOticos produzidos por particulas submetidas a luz. Esta
tecnologia permite a contagem e caracterizacdo de populacbes celulares
suspensas em um fluido, através da dispersdo da luz e a producdo de
fluorescéncia. Tais parametros sdo utilizados para uma andlise da estrutura e
funcdo da célula. A principal caracteristica do citometro de fluxo é a sua
capacidade de medir um grande numero de células por multiplos parametros,
uma vez que as células sdo analisadas separadamente, o0s resultados
representam caracteristicas cumulativas individuais (Alvarez-Barrientos et al.

2000, Ibrahim & Engh 2007, Diaz et al. 2010).

Além da fonte de luz, o citbmetro de fluxo € formado por trés unidades
operacionais: o0 sistema hidraulico, 6tico e eletronico. A parte hidraulica é
composta por um sistema de fluidos que tem como objetivo promover a
focalizacao hidrodinamica das células a serem analisadas. Este fluido conduz a
amostra de maneira que as células sigam em fila indiana, passando uma de

cada vez, em velocidade constante no ponto de deteccéo, sendo este estado
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denominado fluxo laminar (Figura 17) (Alvarez-Barrientos et al. 2000, Ibrahim &
Engh 2007, Diaz et al. 2010).

O ponto de deteccdo ou ponto de questionamento é o lugar de encontro
entre a célula e o feixe de luz monocromatico de alta energia, geralmente
produzido por um laser. Este momento é denominado evento e gera
fenbmenos que permitem a analise celular. O espalhamento da luz incidente,
guando coletada na mesma direcado (angulos de 0 al0°) permite determinar o
tamanho da célula, enquanto que a luz dispersa analisada em um angulo de
90°, fornece dados sobre a complexidade celular, como rugosidade superficial
e 0 numero de organelas presentes. Tamanho e complexidade sao
considerados parametros intrinsecos celulares, uma vez que podem ser
obtidos sem a marcacdo da amostra com fluoréforos (Alvarez-Barrientos et al.
2000).

Para obter informacdes adicionais como andlise da viabilidade e do
metabolismo, entre outros, as células sdo marcadas utilizando fluorocromos,
cujas moléculas irdo absorver a luz incidente e reemiti-las em um comprimento
de onda maior, em um fendmeno denominado fluorescéncia. Na fluorescéncia,
um laser de luz emite energia necessaria para transi¢cao do estado fundamental
para o estado excitado da molécula, que posteriormente retorna ao estado
fundamental liberando energia na forma de cor (Alvarez-Barrientos et al. 2000,
Chaturvedi 2008, Diaz et al. 2010).

O sistema O6ptico recupera a luz dispersa e a fluorescéncia produzida,
através de espelhos dicroicos e filtros, dirigindo-as para detectores (FL1, FL2 e
FL3, Figura 17). Os detectores de luz séo divididos para captar intervalos de
comprimentos de ondas, de acordo com as diferentes cores emitidas (Alvarez-
Barrientos et al. 2000, Chaturvedi 2008, Diaz et al. 2010).

O sistema eletrénico converte os sinais 6pticos em sinais eletrdnicos,
gue sdo entdo analisados por um software. Graficos em forma de histogramas,
graficos de pontos ou dot-plot, sdo usados para caracterizar um, dois, ou varios
parametros das populacdes celulares analisadas (Alvarez-Barrientos et al.
2000, Chaturvedi 2008, Diaz et al. 2010).
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Figura 17- Esquema de um citometro de fluxo. A focalizagdo hidrodinamica da origem a
formagdo de um fluxo de células que seguem uma a uma (1). Estas células passam por um
feixe de laser emitindo sinais que reproduzem suas caracteristicas particulares (2). O
espalhamento da trajetdria da luz e produgao de fluorescéncia de cada célula é separado por
um grupo de filtros e espelhos (sistema optico) (3). Os sinais sao recolhidos pelo sistema de
deteccdo, que é formado por um conjunto de fotodiodos, detectores de fluorescéncia em
diferentes comprimentos de onda (FL1, FL2, FL3), (4). Os sinais sdo enviados para um
computador que fornece a representagdo da distribuicdo da populacio em relagdo aos

diferentes parametros (Diaz et al. 2010 adaptado).

O estudo da apoptose celular, a analise do ciclo celular, a deteccéo de
diferenciacéo de células do sistema imune, o monitoramento do HIV através da
contagem de células T CD4, além da analise da populacdo celular sanguinea
sdo algumas das aplicacbes da CF (Alvarez-Barrientos et al. 2000, Ibrahim &
Engh 2007, Zore et al. 2011, Zore et al. 2011b).
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Na microbiologia, a CF se mostrou um importante instrumento de
estudo, ampliando as ferramentas de analises que permitiu um passo além da
microbiologia classica. Sua aplicagdo € possivel na avaliacdo da capacidade
para distinguir diferentes estados fisioldgicos, no estudo da viabilidade, na
identificacdo de microrganismos patogénicos e até mesmo no estudo de
mecanismo de resisténcia a farmacos (Miller & Quarles 1990, Alvarez-
Barrientos et al. 2000, Davey 2002, Pina-Vaz et al. 2005, Pina-Vaz et al. 2005Db,
Page et al. 2006, Vale-Silva & Buchta 2006, Barbosa et al. 2008, Czechowska
et al. 2008).

Esta técnica se mostra de grande importancia no estudo da
suscetibilidade a antimicrobianos, sendo réapida, sensivel e reprodutivel. Em
apenas poucas horas é possivel avaliar a suscetibilidade antifingica,
comparadas a metodologia padrdo (microdiluicio em caldo), que necessitam
de até 72 horas. Essa maior rapidez na determinacdo no perfil de
suscetibilidade auxilia na escolha correta do antifingico e principalmente no
rapido estabelecimento do tratamento (Ramani & Chaturvedi 2000, CLSI 2002,
Chaturvedi et al. 2004, Rudensky et al. 2005).

Devido ao seu principio, a metodologia de CF também permite o estudo
do mecanismo de acdo de compostos antifingicos, utilizando principalmente os
marcadores de fluorescéncia o iodeto de propidio (Pl) e FUN-1 ([2-chloro-4-(2,3
-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene)-1-phenylquinolinium
iodide]). O PI emite fluorescéncia ao se ligar aos acidos nucléicos, sendo
necessario para sua internalizacdo o rompimento da membrana celular fangica
(Pina-Vaz et al. 2001, Pinto et al. 2006). A observacao da fluorescéncia em
curto periodo de incubacdo com o farmaco indica que o seu mecanismo de
acao € inicialmente a lesdo da membrana celular (Ahmad et al. 2011a, Ahmad
et al. 2011b, Vale-Silva et al. 2012).

Por outro lado, o fluorocromo FUN-1 penetra nas células facilmente
sendo um indicador da atividade metabdlica. Nas células viaveis e
metabolicamente ativas, este marcador é convertido em estruturas cilindricas e
intravacuolares vermelhas. Ja células inativas, o marcador permanece no

citoplasma, o que se traduz por um aumento da intensidade de fluorescéncia
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verde (Millard et al. 1997). A analise se da pela observacdo da mudanca do
padrdo de intensidade de fluorescéncia, relacionando também com a dose-
resposta do farmaco, em relacdo com a alteracdo do metabolismo (Pina-Vaz et
al. 2005, Pinto et al. 2009, Vale-Silva et al. 2010).

1.5.2 Quantificacdo do ergosterol celular

Os ester6is sdo componentes essenciais das membranas celulares
eucaridticas, sendo que o ergosterol é o principal componente das membranas
das células fangicas, com a funcdo de auxiliar na manutencdo e fluidez da
membrana, consequentemente preservando a integridade celular (Bard et al.
1983, Rodriguez et al. 1985, Arthington-Skaggs et al. 1999, Kathiravan et al.
2012). Varios farmacos antifingicos presentes no mercado tém como alvo o
ergosterol ou sua cascata biosintética. A anfotericina B, por exemplo, age
diretamente no ergosterol formando poros na membrana fungica, enquanto os
derivados azolicos, impedem a formacao do ergosterol através da inibicdo da
enzima 14a demetilase, provocando assim alteragéo na fluidez da membrana e
promovendo toxicidade metabdlica (Lemke et al. 2005, Carrillo-Mufioz et al.
2006, Chen & Sorrell 2007, Cohen 2010, Kathiravan et al. 2012).

O mecanismo de acdo de um composto antifingico pode ser avaliado
através da inibicdo da formacao do ergosterol, demostrado que através de sua
quantificacdo por espectrofotometria (Pinto et al. 2009, Ahmad et al. 2011a,
Ahmad et al. 2011b).
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2 JUSTIFICATIVA

C. neoformans é um fungo oportunista de distribuicdo mundial,
responsavel pela maioria dos casos de criptococose, sendo que sua incidéncia
€ Iimportante em pacientes portadores da aids. C. gatti acomete,
principalmente, individuos imunocompetentes de regides tropicais e
subtropicais, onde o fungo € endémico. Estas espécies compdem o complexo
C. neoformans e sdo responsaveis por infec¢cdes que na sua forma grave

exibem um quadro de meningoencefalite.

A terapia de escolha para o tratamento da criptococose é feita através
da associagao entre anfotericina B e fluocitosina, posteriormente administrado
o fluconazol. O arsenal terapéutico é limitado e apresenta sérios problemas,
devido a toxicidade associada a anfotericina B, além do aparecimento de

isolados resistentes, principalmente ao fluconazol.

Neste contexto, torna-se necessario a busca de novos compostos com
atividade antifingica, sendo os produtos naturais uma rica fonte de pesquisa. A
avaliacdo do potencial antimicrobiano de substancias presentes em extratos e
OEs de varias espécies de plantas tém sido objeto de varios estudos, levando

a descoberta de novas moléculas antifingicas.

Os OEs de C. flexuosus, P graveolens e S. aromaticum em estudos
anteriores demonstraram atividades biolégicas, incluindo antimicrobiana. A
inibicdo do crescimento de fungos filamentosos e leveduras tém sido descrito,
no entanto ndo foi estabelecida sua acdo sobre fungos do complexo C.

neoformans, motivando assim o tema deste trabalho.

ApoOs a determinacdo da atividade antifungica, se torna importante a
avaliacdo da toxicidade dos OEs em células de mamiferos, uma vez que
moléculas com potencial uso terapéutico devem ter baixa toxicidade na
concetracdo farmacologicamente ativa. Por sua vez, o estudo do mecanismo
de acado ajuda no melhor entendimento das bases de acdo dos OEs nas células
fungicas, além de auxiliar na escolha de associagfes entre compostos na

busca do sinergismo para a melhor agdo microbicida.
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3 OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo geral do trabalho foi avaliar a atividade antifingica sobre isolados

do complexo C. neoformans e avaliar a agdo citotoxica em fibroblastos dos

OEs das plantas P. graveolens, C. flexuosus e S. aromaticum

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar e quantificar os principais constituintes dos OEs de P.

graveolens, C. flexuosus e S. aromaticum atavés da CG.

2. Verificar a atividade antifingica dos OEs sobre fungos do complexo C.

neoformans usando a técnica de microdiluicdo em caldo.

3. Determinar a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos OEs sobre os

isolados de Cryptococcus.

4. Avaliar a atividade citotoxica dos OEs em células da linhagem L929 de
fibroblastos.

5. Verificar o mecanismo de acdo dos OEs em isolados de Cryptococcus

através da CF, utilizando o marcador PI.

6. Avaliar as alteracbes provocadas pela exposicdo aos OEs no

metabolismo celular fungico, utilizando a CF pelo marcador FUN-1.

7. Quantificar o ergosterol presente nas células fangicas normais e

expostas aos OEs.
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4 METODOLOGIA

4.1 ISOLADOS CLINICOS E CEPAS PADRAO

Os isolados das espécies de Cryptococcus pertencem a Micoteca do
Laboratorio de Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da
Universidade Federal de Goias. Esses isolados foram obtidos de liquor de
pacientes portadores de HIV, do Hospital de Doencas Tropicais Dr. Anuar Auad
de Goiania, Goias, em um estudo aprovado pelo Comité de bioética do Hospital
de Doencas Tropicais (protocolo no. 004/03). Foram usados 10 Cryptococcus
neoformans, 4 Cryptococcus gattii e 2 cepas padrdo (american type culture
collection) C. neoformans ATCC 28957, C. gattii ATCC 24065, estocadas a
-70° C em Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) com glicerol. Antes dos testes, os
isolados eram previamente crescidos em Agar Sabouraud Dextrose (ASD) a
35°C por 72 horas.

4.2 ANTIFUNGICOS

Anfotericina B (Sigma-Aldrich, Alemanha) e fluconazol (Pfizer, EUA)

foram utilizadas como controle.

4.3 OLEOS ESSENCIAIS

4.3.1 Obtencéao

Os OEs dos botbes florais de S. aromaticum (E. caryophyllus), das
folnas de C. flexuosus e das flores de P. graveolens foram adquiridos da
Ferquima Industria e Comércio Ltda (Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo,
Brasil) (anexos 2 ao 7). A forma de obtencdo dos 6leos essencias a partir das

plantas foi através da extracao por arraste a vapor.
4.3.2 Analise quantitativa e qualitativa dos OEs

Para a determinacéo e doseamento dos principais constituintes dos OEs

avaliados, foi utilizado a Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo acoplada ao
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detector por ionizacdo de chama. O Cromatografo usado foi HP 5890, com
coluna BP1 30m x 0,25mm (SGE). A temperatura da coluna variou de 60°C
(Omin), aumentando 3°C /min até 150°C. Os Injetores para a volatilizacdo da
amostra estavam na temperatura de 250°C e o detector FID foi mantido a
250°C. Para todas os OEs foi injetado um volume de amostra de 1 puL (1% em

cloroférmio).

As analises e procedimentos cromatograficos foram realizados no
Departamento de Quimica da UFMG, no Laboratério de Cromatografia e como

responsavel técnica a Dra. Vany Ferraz (anexos 3, 5, e 7).

4.4 TESTES DE SUSCETIBILIDADE in vitro PELO METODO DE
MICRODILUICAO EM CALDO

A avaliacao da suscetibilidade de Cryptococcus foi realizada pela técnica
de microdiluicdo em caldo, de acordo com o protocolo M27-A3 do CLSI em
placas de microtitulacdo contendo 96 pocos (CLSI 2008). Foram determinadas

as CIMs dos 6leos essenciais a partir da avaliacdo em diluices seriadas.

4.4.1 Preparo do 6leo essencial

Os Oleos essenciais foram primeiro solubilizados em Dimetilsulféxido
(DMSO) (1% volume final) (CLSI 2008) e Tween 80 (0,02% volume final) (Paula
et al. 2012), posteriormente preparada uma solucdo estoque em RPMI-1640
que foi armazenado a -70 °C. A solugéo de uso foi preparada de forma a obter

uma concentracdo de 2048ug/mL.

Nos primeiros orificios da placa de microtitulacdo foram adicionados
200pL da solucédo de uso do OE e nos restantes adicionou-se 100uL de RPMI.
Diluicdo seriada foi realizada até o décimo orificio de cada linha, de forma que

se obtiveram concentragdes variando de 4 a 2048ug/mL.

38



4.4.2 Preparo do in6culo

Uma suspenséao dos isolados de Cryptococcus foi preparada em solucao
salina estéril (NaCl 0,85%), ajustada a 1 x 10° células/mL e em seguida
diluicbes de 1/20 e 1/50 foram realizadas em RPMI-1640 tamponado com
MOPS pH 7,0 , de tal modo que a concentracéo final obtida variou entre 0,5 a
2,5 x 10° células/mL.

4.4.3 Procedimento do teste

Na placa de microtitulacdo contendo diluicdo seriada dos O6leos
essencias foi adicionado 100uL do in6culo em cada orificio. Foram avaliados 7
isolados diferentes, sendo um em cada linha. A pendltima coluna foi utilizada
para controle de crescimento do indculo, ndo havendo a presenca do composto
teste. O controle de esterilidade do meio, contendo apenas RPMI foi realizado
na ultima coluna. A Ultima linha foi usada como controle da solu¢cdo do dGleo
essencial. Candida parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada como controle de
qualidade, de acordo com o esquema representado na Figura 18. As placas

foram incubadas a 35° C por 72 horas.
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Figura 18- Esquema da preparagdo da placa para o teste de microdiluicio em caldo.

4.4.4 Leitura

As placas foram submetidas a leitura visual comparada ao controle de
crescimento. A CIM foi considerada a menor concentragdo capaz de inibir
crescimento total do fungo. Atividade antifingica do OE foi considerada como
valores CIMs < 256ug/mL (Scorzoni et al. 2007). Para a confirmacdo dos
resultados foram realizados quatro experimentos em duplicata. A analise
estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5 (2007),
utilizando teste de Fisher, o nivel de significancia foi de *p < 0.05, **p < 0.01,

***p < 0.001.
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4.4.5 Determinacao da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A determinacédo da CFM foi obtida pelo teste de microdiluicdo em caldo,
de onde foram retirados 10 pL do meio contidos nos orificios, nas
concentracfes correspondentes a CIM, 2x e 4x e inoculado em placa de Petri
contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD). Apdés 72 horas de incubacédo a
35°C a CFM foi definida como a menor concentracdo que resultou no
crescimento de menos de duas colOnias, representando a morte de mais de

99% do in6culo original (De Logu et al. 2005).

4.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE CELULAR

A citotoxicidade foi avaliada de acordo com Santin et al. (2009), Oke e
Aslim (2010), com modificacBes. Para examinar os seus efeitos citotoxicos em
células normais, os OEs foram avaliados com fibroblastos da linhagem celular
L929, subclone da linhagem parental L, derivada do tecido aureolar subcutaneo
e adiposo de camundongos C3H/An. 50pL com 10° células suspensas em meio
RPMI completo (10% soro bovino fetal, penicilina 200 U/mL e estreptomicina
200 pg/mL) foram semeadas em cada poco de placas contendo 96 orificios.
Apés, adicionou-se 50uL das solucdes de OEs em RPMI completo com até
0,1% de DMSO. Foram avaliadas 8 concentragdes diferentes, dependendo dos
resultados de CIM obtidas nos testes de suscetibilidade. C. flexuosus foi
avaliada nas concentracbes: 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256ug/mL; P.
graveolens: 32, 64, 128, 256, 512, 768 e 1024ug/mL e S. aromaticum: 32, 64,
128, 256, 384, 512 e 1024ug/mL. As células foram incubadas por 24 horas a
37° C em 5% CO,. Como controle positivo de morte celular foi utilizado alcool
70%. A avaliacdo da viabilidade celular foi determinada adicionando 15uL de
MTT (5 mg/mL em PBS), ap6s 4 h de incubacdo. O meio foi removido e 100uL
de DMSO foi adicionado para dissolver os cristais de formazan. A leitura dos
resultados (absorbancia) foi realizada em leitor ELISA a 550 nm. A viabilidade
foi definida como a razdo (em porcentagem) da absorbancia de células tratadas
com células néo tratadas que serviram como controle. Para a confirmacéo dos

resultados foram realizados quatro experimentos em duplicata.
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A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5
(2007). Os resultados foram expressos em médiatdesvio e comparados com
ANOVA one-way, seguido pelo teste de Dunnett’s. O nivel de significancia foi
de *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (Tavares et al. 2008).

4.6 ESTUDOS DO MECANISMO DE ACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS POR
CF

O estudo do mecanismo de acgéo foi realizado utilizando CF com os
marcadores Pl para verificar a acdo sobre a membrana celular e FUN-1,
utilizado para o estudo do metabolismo fungico (Pina-Vaz et al. 2001, Pina-Vaz
et al. 2001b, Pinto et al. 2009, Pina-Vaz & Rodrigues 2010, Vale-Silva et al.
2010, Ahmad et al. 2011b).

4.6.1 Preparo do in6culo

O estudo de mecanismo de acéo foi avaliado com C. gatti ATCC 24065.
O isolado foi cultivado em CSD a 100 rpm por 24h. As células foram entédo
centrifugadas e lavadas com tampdo fosfato (PBS). O inéculo de 10°

células/mL foi preparado em RPMI.

4.6.2 Preparo do Gleo essencial

Os OEs foram avaliados nas concentracdes de 2 a 4096ug/mL. Uma

solucéao foi preparada em meio de RPMI 5X para cada concentragao final.

4.6.3 Avaliacdo da acédo do 6leo essencial sobre a membrana celular

Para cada uma das concentracdes avaliadas, foi utilizado um tubo de
1,5mL onde foi adicionando 400uL do indculo e 100uL da solucdo de OE em
RPMI. Ap6s a incubacdo por 60 minutos a 35°C, as células foram lavadas,

centrifugadas por 10 minutos a 3700 rpm e ressuspensas em tampao Hepes

42



(10 mM) com glicose (2%) pH 7,2. Adicionou-se entdo 5uL do marcador de
fluorescéncia Pl (100pg/mL), seguida de uma incubagédo a 35°C, por 30
minutos na auséncia de luz. Como controle de autofluorescéncia foi utilizado
células ndo marcadas. Amostras tratadas com o marcador, mas nao submetida
a incubacao com os OEs foram utilizados como controle de viabialidade. Como
controle positivo, células tratadas com anfotericina B (2 pg/mL) e &lcool 70%

foram incluidas no estudo.

4.6.4 Acéo do OE sobre o metabolismo celular

Para cada uma das concentracdes avaliadas, foi utilizado um tubo de
1,5mL onde foi adicionando 400uL do in6culo e 100uL da solucdo de OE em
RPMI. Apds a incubacdo por 60 minutos a 35°C, as células foram lavadas,
centrifugadas por 10 minutos a 3700 rpm e ressuspensas em tampao Hepes
(10 mM) com glicose (2%), FUN-1 (0,5mM) e pH 7,2. Foi realizada uma
incubacdo a 35°C, por 30 minutos na auséncia de luz. Como controle de
autofluorescéncia foi utilizado células ndo marcadas. Amostras tratadas com o
marcador, mas ndao submetida a incubacdo com os OEs foram utilizados como
controle de viabilidade. Como controle positivo, células tratadas com azida
sédica (64 mM) e fluconazol (64ug/mL) foram incluidas no estudo. A azida
sédica € um controle de inibicAo de metabolismo que paralisa a cadeia
respiratéria celular, indicada pelo aumento da intensidade de fluorescéncia em
FL2 (Pina-Vaz et al. 2001, Pina-Vaz et al. 2001b, Pina-Vaz et al. 2005).

4.6.5 Leitura dos resultados

O mecanismo de acdo do OE sobre as células fungicas foi avaliado pela
analise da variagdo da intensidade de fluorescéncia no citometro de fluxo
(Accuri C6) usando laser azul de argdnio (488 nm). A mudanca na intensidade
de fluorescéncia foi analisada no detector de luz vermelha (FL3 670nm LP)
para Pl e na luz vermelho/laranja (FL2 585/40nm BP) para FUN-1. Foram

também avaliados os parametros intrinsecos como complexidade celular e
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tamanho celular. Um total de 10.000 eventos foi utilizado para analisar 0s

parametros citados.

4.7 QUANTIFICACAO DO ERGOSTEROL

A quantidade de ergosterol foi avaliada utilizando C. gattii ATCC 24065.
O isolado foi incubado em 50 mL de CSD, contendo as concentracdes
correspondentes a 1/2CIM dos OEs de S. aromaticum, P. graveolens e C.
flexuosus. Apds 48 h a 35 °C em agitacao, as células foram lavadas com agua
destilada, centrifugadas a 3700 rpm e o peso molhado do pellet foi
determinado. Adicionou-se entdo 3 mL de solucdo alcodlica de potassio (259
KOH, 35mL &gua e éalcool 100% gsp 100mL), agitados por 1 minuto e
incubados por 4 horas a 85° C. ApOs resfriamento, a extracdo por particao foi
feita com a adicdo de 1mL de agua destilada e 3mL de n-heptano. A porc¢éo
apolar contendo os esterdis (parte superior) foi entdo transferida e armazenada
a -20°C por 24 horas. Esta fracdo foi diluida em &lcool 100% (diluicdo 1/5) e

lida em espectrofotometria de varredura em um intervalo de 230 a 300nm.

Como controle negativo foi utilizado a levedura em CSD sem tratamento
antifangico e como controle positivo as células foram tratadas com fluconazol
(Arthington-Skaggs et al. 1999, Pinto et al. 2009). Para a determinacdo dos
esterbis da membrana, foi avaliada a absorcao espectral no intervalo de
comprimento de onda variando de 230 a 300 nm. Esta técnica possibilita a
extracdo de dois estrois: ergosterol e 24 (28) dehydroergosterol (componente
da cascata bioquimica de foramacao do ergosterol). Ambos ergosterol e 24
(28) DHE absorvem a 281,5 nm, enquanto que apenas 24 (28) DHE mostra
uma intensa banda de absor¢cdo em 230 nm. A porcentagem de ergosterol em

relacdo ao peso umido foi calculada com a seguinte formula:
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X F

A281,5)

% ergosterol + % 24(28)DHE = G

Peso pellet

A230
% 24(28)DHE = s)*

Peso pellet

% ergosterol = [% ergosterol + %24(28)DHE] - %24(28)DHE

Onde:
F = fator de diluicdo no etanol (=5).

290 e 518 = Valores de E1% em 1 cm de caminho 6tico respectivamente para
ergosterol e 24(28)DHE.

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5
(2007). Os resultados foram expressos em médiatdesvio e comparados
usando teste T de Student, sendo considerados valores significativos *p < 0.05
(Ahmad et al. 2011b).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRINCIPAIS CONSTITUINTES DOS OEs

A analise dos OEs, que sdo constituidos por diversos compostos, foi
realizada utilizando CG, seguido pela identificacdo dos componentes de acordo
com o tempo de retengao e quantificada pelo detector FID. A figura 19 mostra o
cromatograma obtido na andlise do OE de P. graveolens, onde foram
detectados 18 picos correspondentes a 18 diferentes substancias identificadas.
A Tabela 2 mostra cada constituinte e sua porcentagem correspondente. Um
total de 77,6% da composicdo do OE foi identificado, o0s principais
componentes foram citronelol (14,3%), isomentona (11,8%), linalol (9,6%),
10epi-Y'eudesmol (9,3%) e geraniol (6,5%).

150
6 9
b
125, ©
>
=
100 - 10
75 23 16
1 45 3 11 12 14 15 \ 18
7 l J 17
50
39 J_Mtu_q._..h ‘L__A_.LJ.L_. *’*'u” k““'n»J T R
5 10 15 20 25 30
minutos

Figura 19- Cromatograma obtido a partir da CG separando o OE de P. graveolens em 18
diferentes compoenetes. Picos menores de 0,2% foram excluidos.
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Tabela 2- Composigao qualitativa equantitativa do OE de P. graveolens listados por ordem de
eluigdo e suas respectivas porcentagens obtidos por CG usando detector FID.

Pico Constituinte %
1 a-pineno 0,9 a
2 Linalol 9,6 b
3 cis 6xido de rosa 3,6 b
4 trans 6xido rosa 1,0 b
5 Mentona 1,9 b
6 Isomentona 11,8 b
7 citronelil formato 0,9 b
8 geranil formato 1,6 b
9 Citronelol 14,3 b
10 Geraniol 6,5 b
11 geranil acetato 2,4 b
12 B-cariofileno 2,7 C
13 Muuroleno 3,1 c
14 Elemol 2,0 d
15 2fenil tiglato 2,2 e
16 10epi-Yeudesmol 9,3 d
17 citronelil tiglato 1,3 d
18 geranil tiglato 2,5 d
Monoterpenos 0,9

hidrocarbonetos(a)

Monoterpenos 55,6
oxigenados (b)

Sesquiterpenos 5,8
hidrocarbonetos(c)

Sesquiterpenos 13,1
oxigenados (d)

Outros (e) 2,2

Total identificado 77,6

O OE de C. flexuosus apresentou 12 picos identificados como seus
principais constituintes (Figura 20). Foi possivel identificar 93,5% dos
componentes deste OE, sendo que em sua grande maioria (87,3%) eram
monoterpenos oxigenados. O citral, uma mistura de isbmeros de neral e

geranial, foi o principal constituinte (78,9%) do OE (Tabela 3).
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Figura 20- Cromatograma obtido a partir da CG separando o OE de C. flexuosus em 12

diferentes compoenetes. Picos menores de 0,2% foram excluidos.

Tabela 3- Composi¢cao qualitativa equantitativa do OE de C. flexuosus listados por ordem de

eluicdo e suas respectivas porcentagens obtidos por CG usando detector FID.

Pico Constituinte %
1 a-pineno 0,2 a
2 Canfeno 1,1 a
3 B-pineno 1,5 a
4 Mirceno 0,3 b
5 Limoneno 0,3 a
6 Y -terpineno 0,9 a
7 Linalol 1,2 b
8 Citronelal 2,4 b
9 Neral 34,3 b
10 Geranial 44,6 b
11 Acetato de geranila 4,5 b
12 Cariofileno 2,2 C
Monoterpenos 4
hidrocarbonetos(a)
Monoterpenos 87,3
oxigenados (b)
Sesquiterpenos 2,2
hifrocarbonetos(c)
Total identificado 93,5
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Na andlise do OE de S. aromaticum foram detectados apenas 4 picos
(Figura 21), determinando 4 substancias diferentes, cujo componente
majoritario foi o fenilpropandide eugenol, representado 92,3% do total (Tabela
4).
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Figura 21- Cromatograma obtido a partir da CG separando o OE de S. aromaticums em 4
diferentes compoenetes. Picos menores de 0,2% foram excluidos.

Tabela 4- Composi¢ao qualitativa equantitativa do OE de S. aromaticum listados por ordem
de eluicdo e suas respectivas porcentagens obtidos por CG usando detector FID.

Pico Constituinte %
1 Eugenol 92,3 a
2 Acetileugenol 0,2 a
3 Cariofileno 5,5 b
4 a-humuleno 0,9 b
Fenilpropandide (a) 92,5
Sesquiterpenos 6,4

hidrocarbonetos(b)

Total identificado 98,9
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De maneira geral, os OEs apresentam um ou alguns principais
componentes majoritarios e varios outros em menor quantidade. Em nossos
resultados, o OE de C. flexuosus teve como principal componente o
monoterpeno oxigenado citral, constituido por uma mistura de isomeros,
responsavel por 78% do volume total. Varios outros estudos de composicao
deste OE mostrou resultados proximos, sendo o citral responsavel de 62 a 80%
do total do OE (Pandey et al. 2003, Kumar et al. 2009, Ottavioli et al. 2009,
Adukwu et al. 2012).

Eugenol, um fenilpropandide, foi o principal componente detectado do
OE de S. aromaticum representado mais de 92% do total, de acordo com
trabalhos que o detectaram variando de 70 a 90% (Chaieb et al. 2007, Pinto et
al. 2009, Khan & Ahmad 2011, Machado et al. 2011, Singh et al. 2012).

Em estudos recentes demostram que OE de P. graveolens tem como
principais constituintes o citronelol (21 a 36%) e geraniol (10 a 25%) (Fayed
2009, Ghannadi et al. 2012, Hsouna & Hamdi 2012, Boukhris et al. 2012a,
Boukhris et al. 2012b). P. graveolens avaliado neste trabalho apresentou uma
quantidade um pouco menor de citronelol (14,3%), sendo geraniol (6,5%) o
quinto o componente em quantidade, apos de citronelol, isomentona (11,8%),
linalol (9,6%) e 10epi-Yeudesmol (9,3%). A variacdo na quantidade entre os
componentes de OEs de uma mesma espécie € comum, pois 0s metabolitos
secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente
circundante, portanto, sua propor¢ao pode variar de acordo com as condi¢des
ambientais (Figura 22) (Gobbo-Neto & Lopes 2007). Caracteristicas climaticas
e do relevo, assim como a época do ano em que a planta foi colhida, sé&o

alguns exemplos (Gobbo-Neto & Lopes 2007).
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Figura 22- Fatores que podem influenciar a composicdao de metabdlitos secundarios na
planta (Gobbo-Neto & Lopes 2007).

5.2 TESTES DE SUSCETIBILIDADE in vitro

Os resultados de suscetibilidade de espécies de Cryptococcus ao OEs
de C. flexuosus, S. aromaticum e P. graveolens avaliados mostraram que todos
apresentaram atividade antifingica, inibindo o crescimento dos isolados em

concentragdes que variaram de 8 a 256pg/mL (Tabela 5).
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Tabela 5- Atividade antifiingica (CIM e CFM) dos OEs de C. flexuosus, S. aromaticum e P.
graveolens sobre diferentes isolados de Cryptococcus.

P. graveolens C. flexuosus S. aromaricum
Isolados CIM CFM CIM CFM CIM CFM
C. neoformans (ug/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (ng/mL) (Hg/mL) (ug/mL)
L02 256 512 16 16 256 256
LO03 256 1024 16 32 256 256
L04 256 512 16 32 256 512
LO5 256 512 16 32 128 256
L14 256 512 16 16 128 256
L15 256 512 16 32 256 512
L18 256 512 16 32 256 256
L21 256 512 16 32 128 256
L23 256 512 16 32 256 256
L30 256 512 16 64 256 256
C. gattii
LO1 256 256 8 16 128 256
L09 256 512 16 64 256 512
L20 256 512 16 32 256 256
L48 256 512 32 32 256 256
Cepas Padrao
C. neoformans 128 256 8 16 128 256
ATCC 28957
C. gattii 256 512 8 16 128 256
ATCC 24065

Os menores valores de CIM foram obtidos pelo OE de C. flexuosus que
inibiu o crescimento do fungo em concentracdes entre 8 a 32ug/mL, sendo que
a maioria dos isolados (75%) foi inibida na concentragcdo de 16ug/mL (Figura
23). Os OEs de S. aromaticum e P. graveolens apresentaram atividade sobre o
crescimento de espécies de Cryptococcus em maiores concentraces, com
CIM variando entre 128 a 256ug/mL e para P. graveolens 94% dos isolados
foram inibidos em 256ug/mL (p= 0,0001). Para S. aromaticum nao houve
diferenca estatistica entre os dois valores obtidos na determinacdo da CIM (p=
0,298) (Figuras 24 e 25). A figura 26 mostra a leitura do resultado da CIM do
isolado de C. neoformans L5 do OE de S. aromaticum.
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Figura 23- Valores de atividade antifingica (CIM e CFM) do OE de C. flexuosus avaliados em
16 diferentes isolados de Cryptococcus. Os resultados foram expressos em porcentagem do
total nas seguintes concetragdes concentragdes: 128, 256 e 512 ug/mL. Para a comparagao
estatistica foi utilizado o teste de Fisher, sendo **p < 0.01 e ***p < 0.001.
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Figura 24- Valores de atividade antiftingica (CIM e CFM) do OE de P. graveolens avaliados em
16 diferentes isolados de Cryptococcus. Os resultados foram expressos em porcentagem do
total nas seguintes concetra¢des concentra¢des: 128, 256, 512 e 1024 pg/mL. Para a
comparagao estatistica foi utilizado o teste de Fisher, sendo ***p < 0.001.
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Figura 25- Valores de atividade antiftiingica (CIM e CFM) do OE de S. aromaticum avaliados
em 16 diferentes isolados de Cryptococcus. Os resultados foram expressos em porcentagem
do total nas seguintes concetragbes concentragdes: 128, 256 e 512 pg/mL. Para a
comparacao estatistica foi utilizado o teste de Fisher, sendo **p < 0.01.

Figura 26- Determinagao da CIM do OE de S. aromaticum sobre isolado de C. neoformans L5,
obtida pelo método de microdiluicio em caldo. CC: controle de crescimento; CM: controle
do meio de cultura.

A CFM foi avaliada em valores a partir da CIM de cada isolado. Para P.
graveolens e C. flexuosus, o resultado de CFM equivalente a 2X CIM foi

estaticamente prevalente (Figura 27), representando 88% e 69% do total
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respectivamente. Ja para S. aromaticum apesar da maioria dos resultados de
CFM (56%) corresponderem a 2X CIM, n&o houve diferenga significatica
gquando comparada com os resultados de CFM = CIM (p= 0,289). A figura 28
mostra o resultado do isolado C. neoformans L5 apds exposicdo ao OE de S.

aromaticum, com CFM correspondendo a 2X CIM.
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C. flexuosus P. graveolens  S. aromaticum

Figura 27-Valores de atividade antiftingica (CFM) dos OEs de C. flexuosus, P. graveolens e S.
aromaticum avaliados em 16 diferentes isolados de Cryptococcus. Os resultados foram
expressos em porcentagem do total dos valores de CFM correspondentes a CIM, 2X CIM e
4X CIM. Para a comparagao estatistica foi utilizado o teste de Fisher, sendo *p < 0.05, **p <
0.01 e ***p < 0.001.

Figura 28- Concentragao Fungicida Minima (CFM) do OE de S. aromaticum sobre o isolado de
C. neoformans L5.
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A atividade de OEs tem sido objeto de estudo de varios pesquisadores,
como apresentada na tabela 5, no entanto a atividade antifingica de P.
graveolens, S. aromaticum e C. flexuosus sobre isolados de Cryptococcus
ainda € pouco reportada. Viollon e Chaumont (1994) avaliaram 27 OEs de
vérias plantas, dentre elas S. aromaticum, demonstrando a atividade em um
isolado de C. neoformans, determinando a CIM de 200 pL/L (aproximadamente
200 pg/mL). Nossos resultados se mostraram similares, com CIMs entre 128 a
256 pg/mL.

O OE de S. aromaticum foi também avaliado em sua capacidade de
inibir o crescimento de algumas espécies de fungos. A atividade antifingica em
53 isolados de Candida foi avaliada por Chaieb et al. (2007b) pelo método de
disco de difusdo em placas de ASD. Todos os isolados apresentaram um halo
de inibicdo ao redor do disco, demonstrando atividade deste OE sobre os
isolados de Candida. Utilizando outra metodologia, microdiluicdo em CSD,
Nzeako & Lawati (2008) avaliaram a atividade antifangica do OE de S.
aromaticum em 11 isolados de C. albicans, obtendo CIMs entre 1.000-2.500
pg/mL e CFM 2500 pg/mL (Nzeako & Lawati 2008).

Pinto et al.(2009) avaliaram a atividade biologica do OE de S.
aromaticum em fungos patogénicos humanos, através da técnica de
macrodiluicdo em caldo, utilizando protocolos M27-A3 e M38-A2. Nos 9
isolados de Candida, as CIMs e CFMs do OE variaram respectivamente entre
0,32 a 0,64 pL/mL (aproximadamente 320 a 640 pL/mL) e 0,64 a 1,25 pL/mL
(aproximadamente 640 a 1250 ug/mL). Os isolados de dermatéfitos mostraram
CIMs entre 0,08 a 0,16 pL/mL (aproximadamente 80 a 160 pg/mL) e CFMs
entre 0,16 a 0,32 pL/mL (aproximadamente 160 a 320ug/mL) e para as 3 cepas
de Aspergillus variou de 0,32 a 0,64 upL/mL (aproximadamente 320 a
640ug/mL) e 1,25uL/mL (aproximadamente 1250 pug/mL) (Pinto et al. 2009).
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Tabela 6- Atividade antifuingica (CIM e CFM) dos OEs de P. graveolens, C. flexuosus e S.
aromaticum sobre diferentes espécies de fungos, segundo dados da literatura.

OE Fungos CIM CEM Fonte

1 Trichophyton sp. 250-1000pg/mL 500-2000pg/mL (Shin & Lim 2004)

1 Aspegillus flavus 1250pg/mL 10000pg/mL (Hsouna & Hamdi 2012)

1 Aspergillus niger 625ug/mL 5000ug/mL (Hsouna & Hamdi 2012)

1 Candida sp. 60-120pug/mL e (Rosato et al. 2009)

2 T. mentagrophytes 0,39uL/mL - (Pandey et al. 2003)

2 F. oxyporum 1,56puL/mL - (Pandey et al. 2003)
C. albicans 500ppm e (Trasarti et al. 2004)

2 A. fumigatus 12ul/mL e (kumar et al. 2009)

2 A. niger 1,9uL/mL - (Kumar et al. 2009)

2 A. terréus 1,3ul/mL - (Kumar et al. 2009)

2 F. oxysporum 1,lul/mL e (kumar et al. 2009)

3 C. neoformans 200pL/mL 400pL/mL (Viollon & Chaumont 1994)

3 Candida sp. 1000-2500pg/mL 2500pg/mL (Nzeako & Lawati 2008)

3 Candida sp. 0,32-0,64pL/mL 0,64-1,25uL/mL (Pinto et al. 2009)

3 Dermatéfitos 0,08-0,16pL/mL 0,16-0,32uL/mL (Pinto et al. 2009)

3 Aspergillus sp. 0,32-0,64uL/mL 1,25uL/mL (Pinto et al. 2009)

1- P.graveolens; 2-C. flexuosus; 3- S. aromaticum.

O estudo de P. graveolens como potencial antifingico tem sido realizado
sobre diferentes fungos, demonstrando atividade promissora segundo alguns
autores (Shin & Lim 2004, Rosato et al. 2009, Zore et al. 2011, Hsouna &
Hamdi 2012, Boukhris et al. 2012a). Shin & Lim (2004) avaliaram a atividade do
OE de P. graveolens avaliando seis isolados de Trichophyton, através da
técnica de microdiluicdo em caldo. O O6leo apresentou CIM de 250 a
1000pg/mL, enquanto a CFM variou de 500 a 2000ug/mL. Neste trabalho os
autores demonstraram a presenca de sinergismo do OE com o antifingico

cetoconazol.

Hsouna & Hamdi (2012) avaliaram o OE de P. graveolens em isolados
Aspergillus através da técnica de microdiluicdo em caldo. Para A. niger a CIM
foi igual a 625 pg/mL e CFM de 5.000 pg/mL, enquanto A. flavus os valores
foram de 1250ug/mL (CIM) e 10.000 pg/mL (CFM).
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Candida sp é o principal fungo usado para avaliar atividade antifingica
de novos compostos. Rosato et al. (2009) estudaram OE de P. graveolens
sobre 10 isolados de Candida através do teste de microdiluicdo em caldo

(CLSI) e as CIMs variaram entre 60 a 120ug/mL.

A atividade do OE de C. flexuosus ja foi avaliada para isolados de T.
mentagrophytes, um importante causador de dermatofitoses e o fungo
oportunista Fusarium oxyporum (Pandey et al. 2003). A CIM para T.
mentagrophytes foi de 0,39uL/mL (aproximadamente 390 pg/mL), enquanto
para F. oxyporum a concentracdo de inibicdo foi de 1,56 pL/mL
(aproximadamente 1560 pg/mL). Tampieri et al. (2005) avaliaram a atividade
antifangica de 16 OEs e seus principais componentes, demonstrando que C.
flexuosos inibiu o crescimento de C. albicans em 500ppm (aproximadamente
500ug/mL).

Os resultados deste trabalho demonstram que os 3 OEs avaliados,
apresentaram boa atividade antifingica sobre isolados de C. neoformans,
tornando este estudo de grande importancia, por ser o primeiro relato de

atividade anti-Cryptococcus dos OEs de C. flexuosus e P. graveolens.

5.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

A avaliacdo da atividade toxica € um importante passo para selecionar
entre moléculas com atividade farmacoldgica, as que tém potencial de se
tornarem farmacos. E esperado que resultados satisfatérios determinassem
acado antifungica sem necessariamente causar toxicidade para células ou no
organismo do individuo tratado. O ensaio de toxicidade utilizado inicialmente é
a citotoxicidade in vitro. Em nosso estudo foi avaliado a atividade citotoxica dos
OEs de P. graveolens, C. flexuosus e S. aromaticum em concentracdes
préximas as CIMs. Através da técnica colorimétrica com MTT, foi determinada
a porcentagem de células vivas em diferentes concentracdes dos OEs,

comparados com um controle néo tratado.
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A atividade citotoxica do OE de P. graveolens foi avaliado em 8
concentracdes variando de 16 a 1024ug/mL, como mostrado na figura 31. Até a
concentracdo de 256pg/mL (a maioria dos resultados de CIM), ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre a quantidade de células vivas,
quando comparada com o controle (Figura 29). Isto demonstra que nesta
concentracdo, o OE ndo € téxico para células de fibroblastos. Porém, na
concentragédo correspondente a 2 X CIM (512 pg/mL), foi observada morte
celular, e que em concentracbes > 768 pg/mL, mais de 50% das células néo

estavam viaveis.
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Figura 29- Porcentagem de células viaveis, em relagdo ao controle, em 8 diferentes
concentracoes do OE de P. graveolens. Todos os experimentos foram realizados em
duplicata e repetidos quatro vezes. Resultados expressos em médiatdesvio e comparados
estatisticamente usando ANOVA one-way, seguido pelo teste de Dunnett’s. O nivel de
significancia foi de **p < 0.01, ***p < 0.001, comparados com o controle.

Nossos resultados demonstram que C. flexuosus foi o que apresentou

menores valores de CIMs, sendo que a concentragcdo de 16ug/mL inibiu a
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maioria dos isolados do complexo C. neoformas. Na sua avaliacdo da
citotoxicidade em fibroblastos, quando comparada com o controle, ndo houve
alteracao estatisticamente significativa até a concentracdo de 64ug/mL, sendo
gue até a concentracao 256ug/mL, ndo se observou diminui¢cdo da viabilidade

superior a 50% das células (Figura 30).
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Figura 30- Porcentagem de células viaveis, em relagdo ao controle, em 8 diferentes
concentragoes do OE de C. flexuosus. Todos os experimentos foram realizados em duplicata
e repitidos quatro vezes. Resultados expressos em médiatdesvio e comparados
estatisticamente usando ANOVA one-way, seguido pelo teste de Dunnett’s. O nivel de
significancia foi de *p < 0.05, ***p < 0.001, comparados com o controle.

O OE de S. aromaticum n&o provocou alteragdo significativa na
viabilidade celular até a concentracéo de 384 ug/mL, sendo que a maioria dos
valores de CIM em Cryptococcus foi de 256 pg/mL, demonstrando que S.
aromaticum também nao foi tébxico em sua concentracdo antifungica (Figura
31).
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Figura 31- Porcentagem de células vidveis, em relagdo ao controle, em 8 diferentes
concentragoes do OE de S. aromaticum. Todos os experimentos foram realizados em
duplicata e repitidos quatro vezes. Resultados expressos em médiatdesvio e comparados
estatisticamente usando ANOVA one-way, seguido pelo teste de Dunnett’s. O nivel de
significancia foi de ***p < 0.001, comparados com o controle.

Geralmente é observado que os OEs apresentam atividade tdxica
elevada, podendo provocar toxicidade aguda, crbnica, fototoxicidade e alergia
de contato, com maiores riscos quando administrados por via oral (Simdes et
al. 2007). Devido a este carater citotdxico, a atividade contra células tumorais
de S. aromaticum e C. flexuosus ja foi estudada e comprovada em alguns
trabalhos (Yoo et al. 2005, Sharma et al. 2009, Kouidhi et al. 2010). A atividade
citotoxica do OE de S. aromaticum foi avaliada em varias linhagens celulares
através da determinacédo do IC50 que é a menor concentracdo onde 50% das
células sdo mortas quando expostas a um agente (Kouidhi et al. 2010). Estes
autores obervaram que em linhagens de células humanas de adenocarcinoma
do célon (HT-29), o IC50 foi de 30 pug/mL, enquanto para células de cancer
epidermoide (Hep-2) foi de 500 pg/ml, 112 pg/ml para células de

adenocarcinoma epitelial de pulmdo humano (A549) e 15 pg/ml para células de

61



fibroblastos humanos de pulméo fetal (MRC-5). Prashar et al. (2006) avaliando
linhagens celulares de células endoteliais (HNDF) e fibroblastos (153BR)
encontrou valores de IC50 entre 0,016 e 0,032% (aproximadamente 170 e 320

pg/mL) .

Nossos resultados mostram que nas concentracfes antifungicas,
correspondendo a CIM, os 3 OEs avaliados ndo sao toxicos para fibroblastos
da linhagem L929, mostrando assim relativa especificidade, apenas
provocando ambiente toxico para as células fungicas de espécies de
Cryptococcus em menores concentragdes. Entretanto, os resultados in vitro
nos mostra um pequeno intervalo entre a concentragdo toxica e a concentracao
farmacologicamente ativa, principalmente para o OE de S. aromaticum (Figura
31), que apresentou alta atividade citotéxica com 88% de morte celular na

concentracdo correspondente a 2 CIM (512ug/mL).

Com estes estudos preliminares de toxicidade, podemos vislumbrar os
OEs estudados como promissores candidatos a farmacos antifungicos,
principalmente por ndo apresentarem citotoxicidade na sua concentracao
antifangica. Estudos de toxicidade in vivo seriam importantes para avaliar a

toxicidade de forma sistémica.

5.4 ESTUDOS DE MECANISMO DE ACAO

O mecanismo de acdo dos OEs sobre as células de Cryptococcus foi
analisado em CF, utilizando dois marcadores Pl e FUN-1. Quando ligado ao
DNA celular, Pl produz fluorescéncia, emitindo luz vermelha que é captada pelo
detector FL3. A internalizacdo deste marcador ocorre apenas em situacoes de
grande lesdo na membrana, indicando morte celular. A figura 32 apresenta
graficos de dots plots com 10.000 eventos, comparando a intensidade de
fluorescéncia das células de C. gattii ATCC 24065 em relacdo a complexidade
da superficie célular (SSC). O controle marcado (Figura 32 B) foi utilizado como
controle de viabilidade, a partir dele, o aumento da intensidade de
fluorescéncia, indica morte celular, como mostrado nas figuras 32C e 32D, que

representam o0s controles positivos de lesdo. O alcool 70% (Figura 32 C)
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causou morte em 99,9% da populacéo celular analisada enquanto anfotericina

B (Figura 32 D) lesionou menos de 9%, quando comparadas com o controle de

viabilidade.
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Figura 32- Analise por citometria de fluxo de C. gattii ATCC 24065 apds a exposi¢ao por 1lh
com diferentes agentes. As células foram marcadas com Pl e analisadas com 10.000 eventos
em graficos de densidade, mostrando granulosidade celular (side scatter-SSC-H) versus
fluorescéncia vermelho (FL3-H). As percentagens de células com lesiao de membrana
(quadrante a direita) foram determinadas nas seguintes conicoes; A) controle de células ndo
marcadas; B) células marcadas, mas nao tratadas, representando o controle de viabilidade;
C) controle de lesio de membrana alcool 70%; D) controle de lesio de membrana
anfotericina B 2 ug/mL.

Apesar da anfotericina B ser um controle positivo para lesdo de
membrana, em um curto periodo de tempo, na CF ndo se observou aumento

da intensidade de fluorescéncia significativo. Isso pode ser devido ao pequeno
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tamanho dos poros formados, impedindo a penetragcdo do marcador Pl (Lemke
et al. 2005, Carrillo-Mufioz et al. 2006, Pinto et al. 2009, Cohen 2010, Ahmad et
al. 2011b, Vale-Silva et al. 2012, Zuzarte et al. 2012). Nos testes de
suscetiblidade in vitro, por exemplo, a dificuldade de internalizagéo celular do
Pl, em presenca de anfotericina B € contornada com o uso de desoxicolato de
sédio (Ramani et al. 1997, Ramani & Chaturvedi 2000). Este detergente que
tem como funcao facilitar a difusdo do Pl nos poros formados pela anfotericina
B, desta maneira melhorando a internalizacéo celular do marcador e permitindo
o aumento da intensidade de fluorescéncia, em um periodo de incubacéo
significativamente menor (4 horas). Segundo Vale-Silva et al. (2012), somente
com 24 horas de incubacdo com este farmaco, é possivel observar um
significativo aumento (aproximadamente 90%) da intensidade de fluorescéncia

em FL3, sem o auxilio do desoxicolato.

Em nossos resultados, o OE de P. graveolens provocou lesdo na
membrana fangica. Na CFM, 16,1% das células estavam mortas, sendo
observado o aumento da morte celular de maneira dose dependente, até

97,3% na concentracdo de 4096ug/mL (Figura 33).
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Figura 33- Andlise por citometria de fluxo de C. gattii ATCC 24065 apds a exposi¢do por 1lh
com diferentes concentragdes do OE de P. graveolens. As células foram marcadas com Pl e
analisadas com 10.000 eventos em graficos de densidade, mostrando granulosidade celular
(side scatter-SSC-H) versus fluorescéncia vermelho (FL3-H). As percentagens de células com
lesdo de membrana (quadrante a direita) foram determinadas.

O OE de C. flexuosus também promoveu lesdo de mebrana flungica

como mecanismo de acdo, mas apenas em concentracdes bem acima das CIM

e CFM. Em 512ug/mL, 16,2% das células estavam marcadas com Pl indicando

morte celular, enquanto em 1024ug/mL 98,6% estavam mortas (Figura 34).
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Figura 34- Andlise por citometria de fluxo de C. gattii ATCC 24065 apds a exposi¢ao por 1lh
com diferentes concentracdoes do OE de C. flexuosus. As células foram marcadas com Pl e
analisadas com 10.000 eventos em graficos de densidade, mostrando granulosidade celular
(side scatter-SSC-H) versus fluorescéncia vermelho (FL3-H). As percentagens de células com
lesdo de membrana (quadrante a direita) foram determinadas.

Da mesma forma, o OE de S. aromaticum mostrou como mecanismo de
acdo a lesdo da membrana celular, porém apenas na concentracdo de 4096

pug/mL foi detectada morte celular em 95,2% das células (Figura 35).
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Figura 35- Andlise por citometria de fluxo de C. gattii ATCC 24065 apds a exposi¢do por 1lh
com diferentes concentragoes do OE de S. aromaticum. As células foram marcadas com Pl e
analisadas com 10.000 eventos em graficos de densidade, mostrando granulosidade celular
(side scatter-SSC-H) versus fluorescéncia vermelho (FL3-H). As percentagens de células com
lesdo de membrana (quadrante a direita) foram determinadas.

Véarios OEs tém atividade antifungica relatada, sendo o mecanismo de
acao relacionado com a lesdo da membrana celular. De modo geral, os OEs
séo toxicos para os microrganismos devido a seu carater apolar, que promove
danos em suas membranas (Tajkarimi et al. 2010). A internalizagdo do
fluorocromo PI, apo6s curtos periodos de incubacdo (1h), indica que o
mecanismo de acdo envolve lesdo primaria da membrana celular fungica,
levando a sua morte (Ahmad et al. 2011b). Pinto et al. (2009) determinaram o
mecanismo de acdo de S. aromaticum no isolado C. albicans ATCC 10231,
usando o marcador PI. Este fungo foi avaliado em diferentes concentracdes do
0leo, observando que com apenas 15 minutos de incubacédo, houve lesdao da
membrana fangica na concentracdo de 2,5 puL/mL (aproximadamente 2500
pg/mL), onde 98,5% das células estavam mortas. Porém na CIM
(aproximadamente 640ug/mL) apenas 4,9% das células estavam mortas. Em
nossos resultados, a CIM do OE de S. aromaticum variou entre 128-256 pg/mL
em Cryptococcus, mas lesdo de membrana foi detectada apenas na

concentracédo de 4096ug/mL. Portanto, comparando com os resultados obtidos
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por Pinto et al. (2009), o OE de S. aromaticum demonstrou melhor atividade
antifangica em isolados de Cryptococcus. No entanto, na analise do
mecanismo de agdo a lesdo de membrana foi observada em concentracdes
maiores quando comparada com Candida. Isto pode ter ocorrido devido uma
maior dificuldade na formacao de poros ou pela menor penetracdo do marcador

em células de Cryptococcus, devido a presenca da capsula polissacaridica

Quando avaliado o seu mecanismo de acdo do OE de Thymus
pulegioides por PI, observou-se que na CFM (0,64 pL/mL, aproximadamente
640ug/mL) com uma incubacdo de 5 minutos, 95% das células de C. albicans
ATCC 10231 ja se encontravam mortas, devido a lesdo da membrana celular
(Pinto et al. 2006). Ja o OE de Lavanda multifida, apesar de causar lesdo na
membrana celular fungica, visualizada com PI, foi necessario um periodo de
incubacdo maior entre a célula e o 6leo (3h). Neste caso, a presenca de leséo
da membrana celular é provavelmente consequéncia da alteragcdo do
metabolismo fungico. Em nossos resultados, apesar de necessitar altas
concetragfes para a visualizacdo da lesdo na membrana, em um periodo curto
de incubacédo (1h), todos os OEs apresentaram como mecanismo de acdo a

formacéo de poros na membrana celular fangica.

O FUN-1 é um marcador que avalia a atividade metabdlica de leveduras,
promovendo a producéo de fluorescéncia vermelha/laranja, captada em FL2. A
figura 36 apresenta dots plots com perfil de fluorescéncia das células de C.
gattii ATCC 24065 em quatro situacdes diferentes; autofluorescéncia (células
ndo marcadas); controle marcado FUN-1 (utilizado como controle de
viabilidade) e controle positivo de inibicdo metabdlica (azida e fluconazol).
Quando comparada ao controle de viabilidade, a variacdo da fluorescéncia,
determinada pelo aumento de sua intensidade (%) indica alteragcdo metabdlica.
A azida sodica aumentou a intensidade de fluorescéncia em 95,5% equanto o

fluconazol 70,3%, indicando alteracdo metabdlica.
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Figura 36- Andlise por citometria de fluxo de C. gattii ATCC 24065 apds a exposicdao com
diferentes agentes. As células foram marcadas com FUN-1 e analisadas com 10.000 eventos
em graficos de densidade, mostrando granulosidade celular (side scatter-SSC-H) versus
fluorescéncia vermelho/alaranjado (FL2-H). As percentagens de células metabolicamente
alteradas (quadrante a direita) foram determinadas nas seguintes coni¢des; A) controle de
células ndo marcadas; B) células marcadas, mas nao tratadas, representando o controle de
viabilidade. C) controle de inibicdo metabdlica fluconazol 64ug/mL; D) controle de inbigdo
metabdlica azida 64mM.

Todos os OEs avaliados neste trabalho alteraram de modo significativo o
metabolismo celular flngico, indicado pelo aumento de intensidade de
fluorescéncia em FL2, quando comparado com o controle de viabilidade. A
alteracao foi observada de forma dose-dependente. O OE de S aromaticum na
concentracdo de 1024ug/mL alterou 39,3% das células de Cryptococcus,
enquanto em 2048ug/mL, mais de 90% das células mostraram alteracdo em

seu metabolismo (Figura 37).
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Figura 37- Andlise por citometria de fluxo de C. gattii ATCC 24065 apds a exposi¢do por 1lh
com diferentes concentracoes do OE de S. aromdticem. As células foram marcadas com FUN-
1 e analisadas com 10.000 eventos em graficos de densidade, mostrando granulosidade
celular (side scatter-SSC-H) versus fluorescéncia vermelho/alaranjado (FL2-H). As

percentagens de células mtabdlicamente alteradas (quadrante a direita) foram
determinadas.

A partir da CIM o OE de C. flexuosus interferiu no metabolismo das
células, havendo um aumento progressivo até a concentracao de 4096ug/mL,

onde 96,3% das células estavam alteradas (Figura 38).
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Figura 38- Andlise por citometria de fluxo de C. gattii ATCC 24065 apds a exposi¢do por 1lh
com diferentes concentra¢oes do OE de C. flexuosus. As células foram marcadas com FUN-1 e
analisadas com 10.000 eventos em graficos de densidade, mostrando granulosidade celular
(side scatter-SSC-H) versus fluorescéncia vermelho/alaranjado (FL2-H). As percentagens de
células mtabdlicamente alteradas (quadrante a direita) foram determinadas.

O OE de P. graveolens também alterou o metabolismo fungico, desde

CIM (20,4%), aumentando para 52,6% na CFM e atingindo 95,1% em

4096ug/mL (Figura 39).
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Figura 39- Andlise por citometria de fluxo de C. gattii ATCC 24065 apds a exposi¢cao por 1h
com diferentes concentragdes do OE de P. graveolens. As células foram marcadas com FUN-1
e analisadas com 10.000 eventos em graficos de densidade, mostrando granulosidade celular
(side scatter-SSC-H) versus fluorescéncia vermelho/alaranjado (FL2-H). As percentagens de
células mtabédlicamente alteradas (quadrante a direita) foram determinadas.

Dados da literatura demonstram que na determinacdo da alteracdo do
metabolismo celular, podem-se encontrar resultados evidenciando tanto o
aumento quanto a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia. Millard et al.
(1997) avaliaram a eficacia do FUN-1, na analise do metabolismo de leveduras
utilizando Saccharomyces cerevisiae. Foi observando que em contato com
células metabolicamente viaveis, este marcador penetra no citosol, é
metabolizado e assim ha a emissdo da fluorescéncia vermelha dentro dos
cilindros intravacuolares. Destinguindo das células alteradas, onde ha a
formacdo da fluorescéncia verde difusa (Millard et al. 1997). Ao contrario,
Prudencio et al. (1998) observaram que em células com metabolismo alterado,
o FUN-1 permanece no citosol celular, emitindo luz vermelho difusa, que
apresenta uma intensidade de fluorescéncia maior, quando comparadas as

produzidas pelo cilindros intravacuolares, das células metabolicamente ativas.

Os antifungicos sintéticos utilizados no tratamento das infeccdes
fungicas, também demostram diferentes perfis quando submetidos a marcacao
pelo FUN-1. A anfotericina B demonstra sua acéo na diminui¢cao da intensidade
de fluorescéncia em FL2 (Wenisch et al. 1997, Pina-Vaz et al. 2001b, Parisi-
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Duchene et al. 2006), enquanto os derivados azoélicos como o voriconazol e o
fluconazol, tem sua atividade no metabolismo celular demonstrada por um
aumento na intensidade de fluorescéncia vermelho/laranja(Pina-Vaz et al.
2001, Pina-Vaz et al. 2005). Pina Vaz et al. (Pina-Vaz et al. 2000) verificaram a
presenca da atividade antifingica em anestésicos locais como benzidamina,
lidocaina e bupivacaina em leveduras do género Candida, além de determinar
também o seu mecanismo de acdo. Segundo os autores a acao antimicrobiana
se da inicialmente pela lesdo da membrana celular, levando a alteracéo
metabdlica, sendo este parametro de viabilidade observado pelo aumento em
FL2.

Pina-Vaz et al. (2004) buscando um método alternativo para a avaliagéo
da suscetibilidade in vitro de OEs (Thymus vulgaris, T. zygis e T. mastichina)
em leveduras do género Candida, usaram a CF com o FUN-1. A determinacgéo
da CIM foi observada pelo aumento da intensidade de fluorescéncia em FL2,
quando comparada com o controle de viabilidade (Pina-Vaz et al. 2004). Ao
contrario, uma diminuigdo na intensidade de fluorescéncia foi observado por
Vale-Silva et al. (2010), ao analisar o perfil de alteracdo metabdlica provocado
pelo OE de Thymus x viciosoi em diferentes concentracdes sobre C. albicans
(Vale-Silva et al. 2010).

Em um estudo mais recente, Vale-Silva et al. (2012) avaliaram o
mecanismo de acdo do OE de Origanum vulgare subsp. virens sobre C.
albicans. A medida que se aumentava a concentracdo do OE, havia um
aumento na inibicdo metabdlica, observada através da diminuicdo da producéo
de fluorescéncia em FL2 (0,32; 0,64; 1,25; 2,5 e 5,0uL/mL). Porém, na ultima
concentragdo (10pL/mL, aproximadamente 10.000pg/mL), a intensidade de
fluorescéncia ao invés de diminuir, qguando comparada com a fluorescéncia da
concentracdo anterior (5,0uL/mL, aproximadamente 5.000ug/mL), apresentou
um grande aumento. Para confirmar este resultado a amostra foi submetida a
analise por microscopia de epifluorescéncia, que permitiu observar uma maior
guantidade de fluorescéncia verde difusa no citosol das células tratadas com
10uL/mL do OE e uma diminuicdo de estruturas vermelhas cilindricas

intravacuolares. O aumento da fluorescéncia em FL2 neste caso foi devido a
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presenca artefatos, frutos do aumento do brilho verde difuso nas células (Vale-
Silva et al. 2012).

A determinacdo da alteracdo metabolica das células fungicas produzidas
pelo FUN-1, demonstram que resultados diferentes em varios trabalhos. Tanto
0 aumento da intensidade de fluorescéncia, quanto a diminuicdo em FL2 pode
ser considerado como indicativo de dano metabdlico. Em nossos resultados foi
verificado um aumento na intensidade da fluorescéncia vermelho/laranja,
indicando alteracdo metabdlica. Estes dados sdo semelhantes aos histogramas
apresentados nos trabalhos de Pina-Vaz et al. (2000, 2004) citados e na
analise da inibicdo metabdlica pela azida sodica (Pina-Vaz et al. 2001, Pina-
Vaz et al. 2001b, Pina-Vaz et al. 2005). Provavelmente isto ocorreu devido ao
aumento na producao de fluorescéncia vermelha difusa no citosol, encontrada

nas células alteradas metabolicamente (Prudencio et al. 1998).

Neste trabalho foi possivel determinar a capacidade dos OEs
promoverem alteracdo no metabolismo celular e atuaram diretamente sobre a
estrutura da membrana, levando a morte celular, obtendo assim importantes
informacdes sobre o mecanismo de agdo destes OEs sobre as células

fungicas.

5.5 QUANTIFICACAO DO ERGOSTEROL

A fim de determinar a agdo do OEs na membrana celular, foi avaliado o
efeito destes compostos sobre o conteddo do ergosterol, principal esterol da
membrana fungica. Isolado de Cryptococcus gattii ATCC 24065 foi analisado
na presenca de concentracfes correspondentes a ¥ CIM dos OEs, sob a acdo
do fluconazol como controle positivo nas concentracdes de 8, 16 e 32ug/mL e
como controle de crescimento foi avaliado sem tratamento. Como mostrado na
tabela 7, apenas o OE de S. aromaticum promoveu a inibicdo da sintese de
ergosterol quando comparada ao controle (p=0,0228). O crescimento sob a
acao de C. flexuosus e P. graveolens ndo promoveram alteracdo na quantidade

de esterol presente na membrana de C. gattii.
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Tabela 7- Inibicdo da biossintese do ergosterol de células de C. gattii ATCC 24065, expostas
aos OEs e fluconazol.

Composto Quantidade ergosterol*

extraidas de Cryptococcus

Controle 0,0120 = 0,0017 (0%)

P. graveolens 128ug/mL 0,01137 + 0,001228 (5%)

C. flexuosus 4pg/mL 0,0115 £ 0,001836 (4%)

S. aromaticum 64ug/mL 0,0038 + 0,001039 (68%)**
Fluconazol

8ug/mL 0,00293 + 0,0004978 (75%)**
16ug/mL 0,0015 £ 0,0007638 (87%)**
32ug/mL (100%)**

*Expressa como a percentagem do peso himido (média + desvio) das células, seguido
entre parénteses pela reducdo (%) do ergosterol em comparagdo com o controle.
*Reducdo significante comparada com controle ap6s Teste t de Student

As figuras 40, 41, 42 e 43 mostram respectivamente os perfis
espectrofotométricos do fluconazol, P. graveolens, C. flexuosus e S.

aromaticum comparadas com o controle de crescimento.
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Figura 40- Perfis de esterdis analisados por espectrofotometria UV (230-300nm) de isolados
de Cryptococcus sem tratamento (controle) e na presenca de fluconazol.
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Figura 41- Perfis de esteroéis analisados por espectrofotometria UV (230-300nm) de isolados
de Cryptococcus sem tratamento (controle) e na presenca de 64ug/mL de P. graveolens.
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Figura 42- Perfis de esterdis analisados por espectrofotometria UV (230-300nm) de isolados
de Cryptococcus sem tratamento (controle) e na presenca de 128ug/mL de C. flexuosus.

1.0

0.8

controle

0.6

Abs

8. aromaticum

0.4+ 64 pug/mL

0.2

T T T
240 260 280
Wavelength (nm)

Figura 43- Perfis de esterdis analisados por espectrofotometria UV (230-300nm) de isolados
de Cryptococcus sem tratamento (controle) e na presenca de 4pug/mL de S. aromaticum.

O fluconazol é um farmaco fungistatico e tem como mecanismo de acéo
a inibicdo da sintese do ergosterol da célula fungica, provocando consequente
alteracdo em sua fluidez e alteracdo no metabolismo celular (Kathiravan et al.
2012). Em nossos resultados somente o OE de S. aromaticum inibiu a sintese

de ergostrol, dessa forma seu mecanismo de agcdo se assemelha ao do
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fluconazol. A este fato pode ser acrescentado a alteracdo metabolica que este
OE apresentou quando avaliado por FUN-1. No entanto, S. aromaticum induziu
também a formacdo de poros membrana fungica, mostrando sua acao

fungicida, refor¢cada por valores de CFM préximos ou equivalentes a CIM.

Pinto et al. (2009) determinaram a inibicdo da formacédo de ergosterol
pelo OE de S. aromaticum em C. albicans, da mesma forma que Ahmad et al.
(2009) correlacionaram o eugenol, principal constituinte do OE de S.
aromaticum, como um potente inibidor da cascata biossintética deste esterol
(Ahmad et al. 2010). Varios outros estudos determinaram como mecanismo de
acado de OEs e alguns compostos volateis a inibicdo do ergosterol, sendo que
em sua estrutura quimica, seja dos compostos isolados ou do principal
constituinte dos OEs, havia como semelhanca, moléculas de baixo peso
molecular e a presenca de um anel aromatico, podendo este estar relacionado
com a atividade farmacolégica (Ahmad et al. 2010, Khan et al. 2010, Shreaz et
al. 2011, Ahmad et al. 2011a, Shreaz et al. 2011b).

No estudo do mecanismo de acdo dos OEs, podemos concluir que o OE
de S. aromaticum promoveu alteracdo do metabolismo celular da mesma forma
que danificou a membrana celular fangica, lesionando-a e diminuindo a
quantidade do ergosterol, um importante constituinte. Ja os OEs de P.
graveolens e C. flexuosus foram capazes de alterar o metabolismo flngico e

promover lesdo na membrana celular fangica.

Apds a andlise dos resultados obtidos a partir da metodologia deste
trabalho, podemos concluir que os OEs de P. graveoles, S. aromaticum e C.
flexuosus se mostraram com potencial de se tornarem novos farmacos
antifangicos. Foi possivel determinar a atividade antifangica e baixa toxicidade
in vitro destes produtos naturais e devido a isso, estudos futuros sao
encorajados. A estrutura quimica dos principais componentes dos OEs pode
ser ponto de partida para o desenho de prototipos na construcdo de novas
moléculas, assim como a avaliacdo da atividade biologica por testes in vivo e
estudos de farmacotécnicos, contribuindo na descoberta de novas moléculas

antifungicas.
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6 CONCLUSOES

1. Foi possivel identificar 18 componentes do OE de P. graveolens, 12 de
C. flexuosus e 4 de S. aromaticum. Como principal componente foi
detectado o citronelol (P. graveolens), citral (C. flexuosus) e eugenol (S.

aromaticum).

2. Os 3 OEs demonstraram atividade antifungica sobre todos os isolados
de Cryptococcus. Os CIMs variaram entre 8 a 256ug/mL, sendo que C.

flexuosus obteve menores valores de inibicao (8-32ug/mL).

3. Valores de CFM dos OEs avaliados foram em sua maioria iguais a 2
vezes a CIM.

4. Os OEs apresentaram atividade citotoxica nas células da linhagem L929

de fibroblastos em concentragdes maiores que a CIM.

5. No estudo do mecanismo de acédo dos 3 OEs sobre Cryptococcus, foi
possivel detectar como forma de dano celular a lesdo da membrana

fungica.

6. Todos os OEs avaliados provocaram alteracdo no metabolismo fangico,

de forma dose dependente.
7. Na quantificacdo do ergosterol, foi possivel observar que apenas o OE

de S. aromaticum diminuiu a quantidade deste esterol na membrana

celular, promovendo alteracédo na funcionalidade celular.
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ANEXOS

1. Parecer do Comité de Etica
COMISSAO DE ETICA FM PESQUISA / HIDT

PARECER

PROJETO: Variabslidade tenotipica & genotipica de Urvprococcus neofivrmans oblidos do
weio ambiente ¢ de amostras clinicas da cidade de Goidnia-GO.

AUTORA: Lacia Kioko Hashimoto ¢ Souza QRIENTADORA. Muria do Rosirio K. Silva

Avaliamos o projeto supracitado e consideramos que o mesmo atende as normas
preconizadas pelo CONEPE e os preceitos preceitos $ticos vigentes. néio havendo, portanto
impedimentos para sua condugio nesta instituigdo.

Este ¢ 0 nosso parecer, salvo melhor juizo,

Goidnia, 25 de Abril d2 2003.

W’n de Arafijo Filho
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2. Laudo Técnico Oleo essencial Eugenia caryophyllus
(Syzygium aromaticum)

LAUDO TECNICO
‘ ’ FERQU“““ Oleo Essencial de Cravo Talo

(Eugenia caryophyllus)

Lote: 202 CAS Number: 8000-34-8
Fabricagdo: Margo/2012 Validade: Margo/2014

ltens Controlados Resultados Especificacoes
Aparéncia Liquido Liguido
Cor Amarelo Palha Amarelo Palha a Alaranjado
Impurezas Isento Isento
QOdor Tipico - Spice Tipico - Spice
Densidade (20°C) 1,053 1,041 — 1,059
Indice de Refracéo (20°C) 1,536 1,620 — 1,540
Rotagéo Otica [-1°; +17
Data da Andlise 06/06/2012
Resultado Aprovado
Origem Indonésia
Principais componentes | Eugenol = 90 %
(aprox) Acetato de Eugenila = 1%

Beta-Cariofileno = 8%

Recomendacédes Especiais
Manuseio Nao ingerir. Evitar contato com a pele, olhos e mucosa. Se isso ocorrer, lavar imediatamente
com agua limpida em abundéancia.
Em caso de derramamento, absorver o material derramado com material absorvente (areia,

terra).

Incéndio Caso haja fogo, utilizar extintor de p6 quimico seco e dgua em forma de neblina, nao utilizando
jatos de dgua para néo espalhar o produto.

Explosividade Nenhum perigo em condi¢des normais.

Uso Este produto destina-se exclusivamente ao uso profissional / industrial € como & elaborado a

partir de substancias naturais pode apresentar pequenas variacdes de cor e cromatografia sem
causar qualquer problema na performance do produto.

Armazenamento Armazenar em local seco, longe de umidade e do calor, protegido da luz , em recipiente
original bem vedado. N&o reutilizar a embalagem vazia.
Transporte Produto ndo enquadrado na portaria 204/37 em vigor sobre transporte de produtos perigosos.

As informagoes contidas nesta publicagdo representam o melhor de nosso conhecimento. Entretanto,
nada aqui mencionado deve ser entendido como garantia de uso. Os consumidores devem efetuar seus
proprios ensaios para determinar a viabilidade da aplicagao.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus CRQ: IV 04330754

Estrada Mineragdo Ouro Branco, 2017 « Vargem Grande. Paulista » SP « CEP: 06730-000 ER ulmn
Tel.:11.4159.1784 / 11.4158.3544 - Fax.:11.4158.3420
msn / e-mail: atendimento@ferquima.com.br

www.ferquima.com.br  Ind. e Com. Ltda
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3. Analise por cromatografia gasosa da composicdo quimica
e teor do Oleo essencial Eugenia caryophyllus (Syzygium
aromaticum)

Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Exatas

Departamento de Quimica / Colegiado de Extenséo U F/V\G

Telefax : (31) 3409-5724 — e-mail: nacleo@qui.ufmg.br

CERTIFICADO DE ANALISE QUIMICA

Solicitante: ~ FERQUIMA IND. COM. LTDA. CNPJ: 51.688.205/0001-48

OLEO ESSENCIAL DE CRAVO TALO

Composigédo Quimica:

Nome comercial: Oleo essencial de cravo talo
Lote: 202 (fab: mar/2012 val: mar/2014)

Nomenclatura botanica: eugenia caryophillata Pico  Constituinte ID %
1 eugenol 92,3
2 acetileugenol 0.2
3 cariofileno 55
1 4 a-humuleno 09

s

( Q”‘“Swih

2

150

b cuietiere
an

Dra. Vany Ferraz
Laboratério de Cromatografia

nines

Departamento de Quimica — UFMG
vanyferraz@ufmg.br
Belo Horizonte, 25/06/2012

Método de analise:

Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo. Cromatografo a Gas HP 5890

Coluna: BP1 30m x 0,25mm (SGE). Temp.: Coluna: 60°C (Omin), 3°C /min, até 150°C. Injetor: 250°C Split:
1/50. Detector FID: 250°C. Volume de injecdo: 1 ul (conc 1.0 % em cloroférmio)

Av. Anténio Carlos,6627-Campus—Pampulha-Belo Horizonte/MG-Brasil -Cep:31.270-901
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4. Laudo Técnico Oleo essencial Cymbopogon flexuosos

o
FERQU

~ LAUDO TECNICO
Oleo Essencial de Lemongrass

(Cymbopogon flexuosus)

IMA

Lote: 189

CAS Number: 91844-92-7

Validade: Abril/2014

Fabricagao: Abril/2012

ltens Controlados Resultados EspecificacGes
Aparéncia Liquido Limpido Liquido Limpido
Cor Amarelo a Alaranjado Amarelo a Alaranjado
Impurezas Isento Isento
Odor Fresco, encorpado, limao Fresco, encorpado, limao
Densidade (20°C) 0,892 0,875 -0,905
Indice de Refragao (20°C) 1,485 1,475—-1,495
Rotacdo Otica [-4°; +19
Data da Analise 06/06/2012
Resultado Aprovado
Origem India
Principais Componentes Citral = 69 %
(aprox.) (geranial = 37 %; neral =31 %)

Recomendacoes Especiais

Manuseio Perigos minimos, méascara e luvas recomendavel.

Nao ingerir. Evitar contato com a pele, olhos e mucosa. Se isso ocorrer, lavar imediatamente
com agua limpida em abundancia.

Em caso de derramamento, absorver o material derramado com material absorvente (areia,
terra).

Incéndio Caso haja fogo, utilizar extintor de pé quimico seco e 4gua em forma de neblina, ndo utilizando
jatos de agua para néo espalhar o produto.

Explosividade Nenhum perigo em condicdes normais.

Uso Este produto destina-se exclusivamente ao uso industrial e como é elaborado a partir de
substancias naturais pode apresentar pequenas variagdes de cor e cromatografia sem causar
qualguer problema na performance do produto.

Armazenamento Armazenar em local seco, longe de umidade e do calor, protegido da luz , em recipiente
original bem vedado. Nao reutilizar a embalagem vazia.

Transporie Produto ndo enquadrado na portaria 204/97 em vigor sobre transporie de produtos perigosos.

As informagoes contidas nesta publicacéo representam o melhor de nosso conhecimento. Entretanto,
nada aqui mencionado deve ser entendido como garantia de uso. Os consumidores devem efetuar seus
préprios ensaios para determinar a viabilidade da aplicagéo.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus

CRQ: IV 04330754
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5. Analise por cromatografia gasosa da composicdo quimica
e teor do Oleo essencial Cymbopogon flexuosus

Universidade Federal de Minas Gerais

Institute de Ciéncias Exatas

Departamento de Quimica ! Colegiado de Extensio
Telefax : {21) 3400-5724 - e-mail: nicleci@qui.ufmg br

UG

CERTIFICADO DE ANALISE QUIMICA

Solicitante:  FERQUIMA IND. COM. LTDA. CNPJ: 51.699.205/0001-48

OLEO ESSENCIAL DE LEMONGRASS

MNome comercial: Oleo essencial de lemongrass

Lote: 189 (fab: abr2012 val: abrf2014)

Composigio Quimica:

Momenclatura botanica: cymbopagon flexuous Pico  Constituinte ID %
1 apineno 02
2 canfeno 1,1
a 3 ppineno 15
- * 4  mirceno 0,3
5 limoneno 03
" 6 y-terpinenc 049
7 linalool 1,2
- & citronelal 24
9 neral 343
10 geranial 448
11 acetato geranila 45
12 caricfileno 22
(n K ] H | |]L H
RRSTEQVERT R w| I S-S VR D U DU I PO
Dra. Vany Feraz 3 W e iz i _
Labaratinio de G e
Departamento de Quimica — UFMG
vanyferar @uimg| Métoda de andlise:
Belo Horizonte. 250672012 Croi a Gasosa de Alta Resolug3o. C o 3 Gis HP 5220,

matograf romattgra
Coluna BP1 20m x 0.25mm (SGE]. Temp.; Coluna: B0°C (Omin), 3°C /min, 32 150°C. Injetor: 250°C Split
1/50. Detector FID: 250°C. Volume de injegdo: 1 ul (conc 1.0 % em clorofmio)

Av. Antdnio Carlos,ss27-Campus—Pampulha—Bele Horizonte/MG-Brasil -Cep:21.270-301
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6. Laudo Técnico Oleo essencial Pelargonium graveolens

2 FERQUIMA LAUDO TECNICO

Oleo Essencial de Geranio Africa

(Pelargonium graveolens)

Lote: 123 CAS Number: 8000-46-2
Fabricagao: Margo/2012 Validade: Margo/2014

ltens Controlados Resultados Especificacoes
Aparéncia Liquido Liquido
Cor Esverdeado Amarelo Castor a Esverdeado
Impurezas Isento Isento
Odor Caracteristico Caracteristico
Densidade (20°C) 0,894 0,885 — 0,905
Indice de Refragio (20°C) 1,468 1,461 —1,475
Refragéo Otica [-14°;-87
Data da Analise 06/06/2012
Resultado Aprovado
Origem Egito
Pricipais Componentes Citronelol 34 %
(aprox.) Geraniol 17%

Recomendacoes Especiais
Manuseio Nao ingerir. Evitar contato com a pele, olhos e mucosa. Se isso ocorrer, lavar imediatamente
com 4gua limpida em abundancia.
Em caso de derramamento, absorver o material derramado com material absorvente (areia,

terra).

Incéndio Caso haja fogo, utilizar extintor de pé quimico seco e 4gua em forma de neblina, ndo utilizando
jatos de agua para néo espalhar o produto.

Explosividade Nenhum perigo em condiges normais.

Uso Este produto destina-se exclusivamente ao uso profissional / industrial e como é elaborado a

partir de substancias naturais pode apresentar pequenas variagdes de cor e cromatografia sem
causar qualquer problema na performance do produto.

Armazenamento Armazenar em local seco, longe de umidade e do calor, protegido da luz , em recipiente
original bem vedado. Néo reutilizar a embalagem vazia.
Transporte Produto nao enquadrado na portaria 204/97 em vigor sobre transporte de produtos perigosos.

As informagoes contidas nesta publicacdo representam o melhor de nosso conhecimento. Entretanto,
nada aqui mencionado deve ser entendido como garantia de uso. Os consumidores devem efetuar seus
préprios ensaios para determinar a viabilidade da aplicacao.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus CRQ: IV 04330754
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7. Analise por cromatografia gasosa da composicdo quimica
e teor do Oleo essencial Pelargonium graveolens

Universidade Federal de Minas Gerals
Instituio de Clénclas Exatas U F
Departamento de Quimica | Coleglado de Extensio

Telefax - (31) 3405-5724 - e-mall: nicleo@qul.ufmg.br

CERTIFICADO DE ANALISE QUIMICA

solicitante:  FERQUIMA IND. COM. LTDA. CnPJ: 51.620.205/0001-48 Composigio Quimica:
OLEO ESSENCIAL DE GERANIO AFRICA Piso Constituintz ID "*‘°
1 o-pinenc 0.8
Nome comercial: dleo essencial de geranio africa 2 linalocl 0.6
Lote: 123 fab: mar/2012 val: mar/2014 3 cis éxido de rosa 3.8
Nomenclatura botanica: pelargonium graveolens 4 trans dxide de rosa 1'0
Extragio: destilagdo por araste a vapor :
. . 5 mentona 1,8
Parte da planta: partes acreas floridas .
— - B isomentona 11,8
) . 7 citronelil formato 0.9
H 8 geranil formato 1.6
T g citronelol 14,3
154 10 geraniol 8.5
11 geranil acetato 24
12 p-caricfileno 27
13  muurcleno 3.1
m i 14 elemaol 2.0
z x 15  Zeniletil tiglato 22
16 10epi-y-sudesmol 8,3
= N 17 citronelil tiglato 1.3
1 i i 18 geranil tiglato 2.5
: il il i
0 P b 1 b
ooy | ] (LU Ldludab L
Dra. vany Femaz [ T lJ..;. I T Y ._RLJ\ W g g “Ih-Jw“ turhy
Laborabério de Cromatografia B o s o kT kT B Obs: Plcos menores que 0,2% foram excluldos
Departamento g Quimica — UFMG s
vanylemaz@urmg.br
Bein Horizonte, 0111052012 Matodo da anallss:

Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo. Cromaitgrafo a Gas HP S830.
Coluna BP1 30m x 0,25mm (HP). Temp.: Columna: 50°C {dmin), 3°C Jjmin, até 230°C. Injetor: 280°C
Spiit 1750 Detector FID: 280°C. Velume de Infegdioc 1 ul {cone 1.0 % em clorofomia)

Av. Antdnlo Carlos,cs27-Campus—Pampulha-Belo Horlzonte!/MG-Brasll -Cep:a+1.270-801
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