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RESUMO

Nas ultimas décadas, tem ocorrido um aumento nos casos de infeccbes
hospitalares provocadas por leveduras do género Candida, com notéavel
crescimento da ocorréncia de espécies ndo-albicans, com o agravante de que
estas espécies normalmente apresentam resisténcia aos antifingicos
tradicionais. Na populacdo pediatrica, este fato se torna uma grande
preocupacao devido as altas taxas de mortalidade. J& foi demonstrado que o
monoterpeno geraniol possui diversas propriedades farmacoldgicas, incluindo
atividade antifungica. Diante destas premissas, foi avaliada a atividade
antifangica do geraniol, contra cepas de Candida nado-albicans clinicamente
importantes na pediatria. A concentracdo inibitoria minima (CIM) e a
concentracdo fungicida minima (CFM) foram determinadas pelas técnicas de
microdiluicdo em caldo. A CIMsy do fitoconstituinte foi estabelecida como 32
pg/mL, enquanto a CFMso para os isolados testados foi de 64 pg/mL. Diante
dos resultados pode-se observar o valor antifingico do geraniol contra cepas
de Candida nao-albicans clinicamente relevantes para a pediatria médica.
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ABSTRACT

In recent decades, there has been an increase in cases of nosocomial
infections caused by Candida yeasts, with a notable increase in the occurrence
of non-albicans species, where these species usually present resistance to
traditional antifungal agents. In the pediatric population, this fact becomes a
major concern due to the high mortality rates. It has already been shown that
the monoterpene geraniol has several pharmacological properties, including
antifungal activity. In view of these premises, the antifungal activity of geraniol
against clinically important strains of Candida non-albicans in pediatrics was
evaluated. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal
concentration (CFM) were determined by broth microdilution techniques. The
MICsp of the phytoconstituent was established as 32 ug/mL, while the CFMs, for
the isolates tested was 64 pg/mL. In view of the results we can observe the
antifungal value of geraniol against strains of Candida non-albicans clinically
relevant to medical pediatrics.

KEYWORDS: Antifungal activity. Candida non-albicans. Candidemia. Geraniol,
Monoterpene. Pediatrics.

INTRODUGAO

As infecgdes fungicas estdo ocorrendo com maior frequéncia ao decorrer
do tempo. Desse tipo de infecgdes, as provocadas por Candida sao as de
maior incidéncia, sendo responsaveis por 80% dos casos de infec¢des fungicas
sistémicas (DOI et al., 2016; FU et al., 2017). Em pacientes pediatricos estas
infecgdes podem atingir taxas de mortalidade superiores a 30%, principalmente
em individuos debilitados com sistema imunolégico deprimido e internados a
longos periodos (STEINBACH, 2016). Ultimamente tém-se notado uma
mudang¢a na incidéncia dos casos de candidemia, onde a espécie até entdo
mais isolada era C. albicans. Porém, as espécies ditas nao-albicans: C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. pelliculosa, C. guilliermondii, C. krusei, C. glabrata
e C. pararugosa; ja estdo sendo encontradas como os patdégenos mais
frequentes em diversas regides do planeta (OLIVEIRA et al., 2014; RUIZ et al.,
2013).

Essa mudancga traz novos desafios a terapia farmacoldgica, visto que
estas espécies comumente apresentam resisténcia inata a diversos agentes
antifungicos empregados na rotina clinica, o que dificulta o tratamento destas
infecgcdes e geralmente leva a péssimos resultados clinicos (MORACE et al.,
2011; XISTO et al., 2017). Além do surgimento destas cepas resistentes, os
antifungicos tradicionais ja escassos possuem limitacdes devido a sua alta
toxicidade (KHAN et al.,, 2012), assinalando a urgéncia de se obter novas
alternativas que possibilitem o controle e tratamento destas infecgdes graves
(SVETAZ et al., 2007).

Um dos compostos majoritarios dos 6leos essenciais de diversas plantas
é o geraniol (DEVAKI, 2015; QUINTANS-JUNIOR et al., 2008), um
monoterpeno presente na composigao de 6leos essenciais de diversas plantas
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e amplamente utilizado na industria de fragrancias e perfumes devido ao seu
aroma agradavel. Este fitoconstituinte que ja demonstrou possuir atividade
farmacoldgica sobre diversos sistemas fisiologicos, além de também ter exibido
atividade antimicrobiana (WU et al., 2016; DENG et al, 2015;
JAYACHANDRAN et al., 2015).

Diante do exposto, baseado no potencial biolégico deste monoterpeno,
este trabalho buscou avaliar a atividade antifungica do geraniol, contra cepas
de Candida nao-albicans provenientes de amostras de infecgdes sanguineas
de pacientes pediatricos.

MATERIAIS E METODOS
Substancias

O geraniol, a anfotericina B e o fluconazol foram obtidos na Sigma-
Aldrich (Sao Paulo, SP, Brasil), o dimetilsulfoxido (DMSO) e Tween 80 foram
comprados na Labsynth Ltda. (Diadema, SP, Brasil). A emulsdo dos produtos
utilizada nos ensaios antifungicos foi preparada no momento da execucao dos
testes. Os produtos foram solubilizados em DMSO, Tween 80 e agua destilada,
de forma a se obter uma concentracdo inicial de 1024 pg/mL. A mistura foi
agitada durante 3 minutos em um aparelho Vortex (Fanem® Ltda., Guarulhos,
SP, Brasil).

Meios de cultura

Para testar a atividade biolégica dos produtos, foram utilizados o agar
Sabouraud dextrose (ASD), adquirido da Difco Laboratories (Detroit, MI, EUA),
agar-fuba da HiMédia Laboratories (Mumbai, MH, india), e RPMI-1640 com L-
glutamina sem bicarbonato de sédio da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, SP, Brasil).
Os meios foram preparados e usados de acordo com as instrugbes dos
fabricantes. Os meios foram solubilizados em agua destilada e esterilizados em
autoclave a 121-C, 1,0 atm durante 15 min.

Amostras fungicas

Os ensaios foram realizados com seis cepas de Candida nao-albicans
isoladas de pacientes pediatricos com infeccdo da corrente sanguinea e duas
cepas ATCC como padrao. Duas cepas clinicas de Candida tropicalis (AM-01 e
AM-12); duas cepas clinicas de Candida parapsilosis (AM-05 e AM-14) e duas
cepas clinicas de Candida pelliculosa (AM-03 e AM-11). As cepas usadas
como padrao foram: C. tropicalis ATCC-13803 e C. parapsilosis ATCC-22019.
Estas cepas pertencem a cole¢cdo do Laboratorio de Micologia da UFPB e
foram mantidas em ASD a 4°C até a utilizacéo nos testes.

Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada pelo método da microdiluigdo (ELOFF, 1998).
Culturas de Candida spp. foram semeadas em ASD e incubadas por 24-48
horas em temperatura de 37°C. Colbnias dessas culturas foram suspensas em
solugdo de 0,85% NaCl estéril e o in6culo foi padronizado de acordo com a
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escala 0,5 de McFarland (1-5x10° UFC/mL). Em placa de 96 pogos foram
distribuidos meio liquido de RPMI-1640 e o geraniol em concentragdes de 1024
a 0,5 yg/mL. A determinagdo da CIM foi conduzida com aproximadamente 1-
5x10° UFC/mL de microrganismos em cada pogo. As placas foram incubadas &
37°C por 24-48 horas. Em 24-48 horas houve uma observagdo visual do
crescimento fungico. A CIM foi definida como a menor concentragdo do
monoterpeno que inibiu o crescimento visivel da levedura (HADACEK &
GREGER, 2000; CLSI, 2008). Um controle negativo (sem drogas) foi realizado
para confirmar a viabilidade celular fungica (ELOFF, 1998). Um controle de
sensibilidade ao Tween 80 e DMSO foi realizado nas mesmas concentragdes
utilizadas para dissolver os produtos. Houve trés independentes experimentos
em duplicata em diferentes ocasides. Os resultados foram expressos como a
meédia aritmética da CIM.

Determinagao da Concentragao Fungicida Minima (CFM)

Para determinar a CFM, 10uL de cada pog¢o sem o crescimento fungico
foi semeado em placas contendo ASD que por sua vez foram incubadas a37°C
por 24-48 horas. A CFM foi considerada como a menor concentragao cultivada
em placa com SDA em que o crescimento foi inferior a 3 UFC (ESPINEL-
INGROFF et al., 2002). Um controle negativo (sem drogas) foi realizado para
confirmar a viabilidade celular fungica (ELOFF, 1998). Um controle de
sensibilidade ao Tween 80 e DMSO foi realizado nas mesmas concentragdes
utilizadas para dissolver os produtos. Houve trés independentes experimentos
em duplicata em diferentes ocasides. Os resultados foram expressos como a
média aritmética da CFM.

RESULTADOS

Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM) e da concentragao
fungicida minima (CFM) do geraniol

Como visto na Tabela 1, a CIM do geraniol variou entre 32 e 128 pg/mL.
Foi observado inibicido de crescimento fungico de todas as cepas na
concentragédo 128 pg/mL, enquanto a concentragdo de 32 pg/mL inibiu mais de
50% das cepas testadas. A CFM variou entre 32 e 256 ug/mL, onde 64 ug/mL
foi capaz de inibir o crescimento de 50% das leveduras. A razdo entre a
CFM/CIM demonstrou natureza fungicida do monoterpeno para todas as cepas
testadas, exceto contra Candida parapsilosis (AM-05) e Candida tropicalis (AM-
01) onde apresentou apenas efeito fungistatico. A CIM da anfotericina B variou
entre 0.5 e 1 uyg/mL, enquanto para o fluconazol variou entre 0.5 e 8 ug/mL. Os
resultados para o ensaio controle ndao apresentou inibicdo do crescimento
fungico.
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Tabela 1: CIM, CFM, CFM/CIM e efeito do geraniol e CIM da anfotericina B e
fluconazol contra cepas das espécies de Candida néo-albicans.

Geraniol Anf Flc
Leveduras (hg/mL) (bg/mL) — (pg/mL) Controle®
CIM CFM C(::II:_'\I\/:I Efeito CIM CIM
C. tropicalis
ATCC-13803 32 64 2:1 Fungicida 0.5 0.5 +
AM-01 64 256 41 Fungistatico 1 1 +
AM-12 32 32 1:1 Fungicida 0.5 0.5 +
C. parapsilosis
ATCC 22019 32 64 2:1 Fungicida 0.5 0.5 +
AM-05 32 256 8:1 Fungistatico 1 1 +
AM-14 128 256  2:1 Fungicida 0.5 4 +
C. pelliculosa
AM-03 128 256 2:1  Fungicida 1 8 +
AM-11 32 64 2:1  Fungicida 1 8 +

Legenda: CIM, concentracdo inibitéria minima; CFM, concentracao inibitéria minima;
Anf, anfotericina B; Flc, fluconazol; # crescimento fungico em RPMI-1640, DMSO (5%)
e Tween 80 (2%), sem agente antifungico.

DISCUSSAO

Com escassez terapéutica e elevada toxicidade associada, as infeccdes
sanguineas provocadas por fungos tem se tornado cada vez mais dificeis de se
controlar, exigindo que novas estratégias sejam desenvolvidas para garantir a
sobrevivéncia dos pacientes infectados, sobretudo os pacientes pediatricos
(NEGRI et al., 2014).

O uso de produtos naturais com finalidade terapéutica ja era explorado
pela humanidade desde a antiguidade. Porém, com a crescente necessidade
de se encontrar novas moléculas seguras e eficazes no tratamento das
fungemias, os produtos naturais passaram a ser exaustivamente pesquisados
quanto a suas possiveis atividades biologicas, em especial, ao seu potencial
antifungico (FENNER et al.,, 2006; FERREIRA et al., 2015; NASCIMENTO
JUNIOR et al., 2016). O monoterpeno alcodlico geraniol pode constituir 20% da
composi¢ao de alguns 6leos essenciais, com importancia farmacolégico devido
a sua gama de atividades como antifungico e antibacteriano (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2008; LEITE et al., 2015)

Os dados da presente pesquisa estdo de acordo com aqueles
encontrados previamente em estudos conduzidos por nosso grupo de pesquisa
ao avaliar a atividade antifungica deste fitoconstituinte contra cepas de Candida
albicans provenientes de infeccbes sanguineas de pacientes pediatricos, onde
90% dos isolados foram inibidos frente a uma CIM e CFM de 64 pg/mL (LIMA
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et al. 2017). Esta atividade corrobora com os resultados obtidos em outros
estudos, onde o geraniol inibiu cepas de C. albicans e nao-albicans com CIM
entre 16-130pg/mL, atestando o geraniol como 6timo agente contra candidiase
(TAMPIERI et al., 2005; LEITE et al., 2015; SHARMA, et al., 2016)

A atividade antimicrobiana de uma determinada substancia pode ser
interpretada de acordo com Sartoratto et al. (2004): forte/boa atividade (CIM:
<500 pg/mL) e Morales et al. (2008): forte/boa atividade (CIM: <100 pg/mL);
atividade moderada (CIM: 100-500 ug/mL); fraca atividade (CIM: 500-1000
pg/mL); e produto inativo/sem atividade antimicrobiana (CIM: >1000 pg/mL).
Sendo assim, o geraniol pode ser caracterizado como uma substancia de 6tima
atividade antifungica, pois sua CIM contra a maioria das cepas testadas foi
inferior a 100 pug/mL.

Rotineiramente utilizados nos casos de candidemia, a anfotericina B e
fluconazol possuem 6tima eficacia contra os patégenos. Porém, a toxicidade
elevada da anfotericina B e os casos emergentes de resisténcia ao fluconazol
tém limitado o uso destas substancias (TRAGIANNIDIS et al., 2015; JENSEN
et al., 2015). De acordo com os resultados obtidos e com os critérios de
Morales et al. (2008), anfotericina B e fluconazol apresentaram 6timo efeito
antifungico contra Candida nao-albicans, uma vez que seus valores de CIM
foram inferiores a 100 pg/mL.

A natureza do efeito antimicrobiano produzido por uma substancia contra
um micro-organismo especifico pode ser classificada de acordo com a razao
entre sua CFM e CIM, onde a relagdo CFM/CIM entre 1/1 e 2/1 indica um
produto quimico de carater fungicida, enquanto uma razao CFM/CIM > 2:1
sugere que este produto seja fungistatico (HAFIDH et al., 2011).

A razdo CFM/CIM do geraniol variou entre 1 e 2, sugerindo que este
fitoconstituinte exerce efeito fungicida contra as linhagens fungicas testadas,
com excegao de Candida parapsilosis (AM-05) e Candida tropicalis (AM-01),
onde atuou como fungistatico. Este resultado estd de acordo com outros
estudos realizados onde este monoterpeno agiu como fungicida contra cepas
de C. albicans (LEITE et al., 2015). Agentes fungicidas sao preferiveis para
serem implementados na terapéutica clinica devido a menor chance de
favorecer a aquisi¢cao de resisténcia pelos micro-organismos e por conseguirem
alcancar algum sucesso terapéutico mesmo em pacientes imunodeprimidos
(MONK, 2008).

A atividade antifungica demonstrada pelo geraniol ressalta a importancia
de se conduzir sucessivas pesquisas com este fitoconstituinte de forma a
conhecer todas as caracteristicas e mecanismo de agdo e consequentemente
inseri-lo na terapia antifungica.

CONCLUSOES

O geraniol apresentou forte atividade biocida contra as linhagens
testadas de C. ndo-albicans, oriundas de infecgbes da corrente sanguinea em
pacientes pediatricos, reforcando a importadncia deste fitoconstituinte como
notavel substancia antifungica e estimulando sucessivas pesquisas no intuito
de viabilizar sua insercdo na terapéutica tradicional, partindo de estudos
toxicolégicos até a elucidacdo profunda sobre os mecanismos de acéao
envolvidos.
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