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RESUMO

O B-citronelol (3,7-dimethyl-6-octen-1-o0l) vem exibindo uma série de efeitos farmacolégicos que
despertam o interesse a cerca de seu potencial antimicrobiano, uma vez que vérias substancias da classe dos
monoterpenos também ja demonstraram possuir atividade neste perfil. Além disso, a emergéncia de espécies
fungicas resistentes a farmacoterapia atual representa um grave desafio aos sistemas de salde, tornando
necessdria a busca de novas alternativas terapéuticas eficazes para lidar com este problema. Neste estudo,
buscou-se realizar a analise do perfil antimicrobiano do B-citronelol. O software Prediction of Activity Spectra for
Substances ou (PASS) online foi utilizado para estudar a atividade antimicrobiana da molécula do 3-citronelol
por emprego da andlise in silico. Em contrapartida, foi realizado um estudo antifingico in vitro desse
monoterpeno. Para isso, foi determinado sua Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), pela a realizacdo da
técnica de microdiluicdo em placas de 96 cavidades em Caldo Saboraud Dextrose/RPMI frente a cepas
sensiveis de Candida albicans, sendo esse ensaio realizado em duplicata. Na andlise in silico do perfil
antimicrobiano, foi revelado que o monoterpeno B-citronelol apresentou ter um perfil de bioatividade
antimicrobiana diversa. Para a atividade antifingica apresentou um valor percentual com Pa: 58,4%
(predominante) e sua CIM de 128 ug/mL que foi equivalente para todas as cepas testadas. O estudo in silico
da molécula do 3-citronelol permitiu considerar que o monoterpenoide apresenta ter maior probabilidade em ser
bioativo contra agentes provocadores de infec¢des fungicas.

Palavras-chave: 3-citronelol, Candida albicans, perfil antimicrobiano, in silico.
ABSTRACT

B-citronellol (3,7-dimethyl-6-octen-1-ol) has been exhibiting a number of pharmacological effects that
creates interest about its antimicrobial potential, since several substances of the monoterpene class have
already demonstrated to possess activity in this profile. In addition, the emergence of fungal species resistant to
current pharmacotherapy poses a serious challenge to health systems, making it necessary to search for new
effective therapeutic alternatives to deal with this problem. In this study, the antimicrobial profile of B-citronellol
was analyzed. The Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS) online software was used to study the
antimicrobial activity of the B-citronellol molecule by the use of in silico analysis. In contrast, an in vitro antifungal
study of this monoterpene was carried out. For this purpose, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was
determined by the microdilution technique in 96-well plates in Saboraud Dextrose Broth/RPMI against sensitive
strains of Candida albicans, and this assay was performed in duplicate. In the in silico analysis of the
antimicrobial profile, it was revealed that the monoterpene B-citronellol had a diverse antimicrobial bioactivity
profile. For the antifungal activity, it presented a percentage value with Pa: 58.4% (predominant) and its MIC of
128 pg/mL, which was equivalent for all strains tested. The in silico study of the B-citronellol molecule allowed
us to consider that the monoterpenoid is very likely to be bioactive against agents that cause fungal infections.

Keywords: p-citronellol, Candida albicans, antimicrobial profile, in silico.
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1. INTRODUCAO

@] estudo das propriedades
farmacoldgicas dos Oleos essenciais tem gerado
grandes perspectivas na descoberta de novas
moléculas terpénicas que sejam de interesse
terapéutico (Viriato, 2014). Os terpenos
constituem a classe de metabolitos secundarios
mais difundindo entre os produtos naturais
(Shahidi et al.,, 1999). Biossinteticamente s&o
formados pela condensacdo de unidade base de
isopreno pela via do acido mevalénico (Baser &
Buchbauer, 2010).

Dentre todas as subclasses terpénicas,
sdo reconhecidos que 0s monoterpenos sdo 0s
principais constituintes dos Oleos essenciais ao
estar presente em 90% da composicdo (Bakkalli
et al., 2008) e compreende um enorme potencial
bioldgico, tais como: atividade anti-inflamatéria e

cicatrizante (Riella et al., 2012), analgésica
(Guimardes et al.,, 2013), acbes sedativa,
hipnética e hipotérmica  (Camargo &

Vasconcelos, 2014) e antimicrobiana (Saddig &
Khayyat 2010; Qiu et al., 2010).

O B-citronelol monoterpeno componente
desses Oleos em muitas plantas aromaticas
medicinais, como espécies de Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf, Cymbopogon nardus (L.)
Rendle, Cymbopogon winterianos Jowitt ex Bor
(popularmente  conhecidas como citronela)
(Kpoviessi et al., 2014 Andrade et al., 2012) e
Eucalyptus citriodora (Hook.) KD Hill & LAS
Johnson (eucalipto) (Olivero-Verbel et al., 2010)
tem pronunciadas acgbes farmacoldgicas tais
como: Vvasodilatadora, anti-inflamatéria e
anticonvulsivante (Bastos et al., 2009; Su et al.,
2010; Sousa et al., 2006) o qual chamam atencao
para uma andlise de seu perfil antimicrobiano. O
proposito deste trabalho foi estudar o peffil
antimicrobiano do B-citronelol por andlise in
silico.

2. MATERIAL E METODOS

Previsdo do espectro de atividade para
substancias (PASS) online (http://www.way2drug.
com/passonline) € um software destinado para
avaliar o potencial biolégico geral de uma
molécula organica sobre o organismo humano.
Este programa fornece previsdes simultaneas de
muitos tipos de atividades biolégicas com base
na estrutura dos compostos organicos. O
espectro de atividade biol6gica de um composto
guimico é o conjunto de diferentes tipos de

atividade bioldgica, que refletem os resultados de
interacdo do composto com vérias entidades
biolégicas. Pass online da varias facetas da acéo
biologica de um composto, obtendo os indices
Pa (probabilidade " de ser ativo") e Pi
(probabilidade "de ser inativo") estimando a
categorizacdo de um composto potencial em ser
pertencente a subclasse de compostos ativos ou
inativos, respectivamente (Srinivas et al., 2014).

PASS oferece previsbes com base na
probabilidade de novos efeitos e mecanismos
de acdo com espectro de atividade requerido
entre 0s compostos a partir de bases de dados
internas, antigas e comerciais. Pass online
prevé o espectro de atividade biol6gica para as
impressbes modificadas, com base em sua
féormula estrutural, juntamente com diferentes
descritores como antifungica, antiviral, anti-
helmintico, antiprotozoarios, etc., por isso, é
possivel estimar se 0s novos compostos tém
um efeito particular (Srinivas et al., 2014).

2.2. Determinacdo da Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM)
Para metodologia de atividade

antifangica, foram selecionadas cepas sensiveis
de Candida albicans (ATCC-76485, ATCC-
76645, LM-178 e LM-615), todos esses
exemplares de micro-organismos leveduriformes
foram obtidos a partir da Micoteca do Laborat6rio
de Micologia da Universidade Federal da
Paraiba-Brasil.

Os ensaios de atividade antifingica para
0 (%)-B-citronelol 95% (Sigma-Aldricht/USA),
foram realizados de acordo com os protocolos de
Cleeland & Squires (1991), Hadacek & Greger
(2000) e Standards Institute Laboratory (CSLI)
(2008). A determinacao da CIM de [B-citronelol,
sobre cepas de Candida foi realizada através da
técnica da microdiluicdo em caldo em placa para
cultura de células contendo 96 pocos.

Inicialmente, foram distribuidos 100 pL de
Caldo Sabouraud Dextrose/RPMI duplamente
concentrado nos orificios das placas de
microdiluicdo. Em seguida, 100 yL da emulsao
do produto teste duplamente concentrado, foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da
placa. E por meio de uma dilui¢do seriada a uma
razao de dois, foi obtida concentracdes de 1024
pMg/mL até 2 pyg/mL. Por fim, foi adicionado 10 pL
dos inoculos de C. albicans nas cavidades, onde
cada coluna da placa refere-se a uma cepa
fungica, especificamente. Paralelamente, foi
realizado o controle positivo, com nistatina
(Sigma-Aldrich®/USA), em uma concentracdo
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padrdo (100 Ul/mL), que j& demonstrou ser
efetiva contra cepas de Candida, visto que o
objetivo do seu uso € apenas garantir que as
cepas fungicas fossem sensiveis ao antifungico
padrdo; e o controle negativo, com Caldo
Sabouraud Dextrose/RPMI acrescido de 10 pL
do in6culo de leveduras, formando um
microambiente favoravel ao crescimento das
cepas.

A CIM foi definida como a menor
concentracdo do produto capaz de produzir
inibicAo visivel sobre o crescimento fangico
verificado nos orificios da microplaca, quando em
comparacdo com seu controle. O resultado foi
expresso pela média aritmética das CIM’s
obtidas no ensaio realizado em duplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise in silico do peffil
antimicrobiano do B-citronelol, foi revelado que o
monoterpeno apresenta ter uma maior tendéncia
a produzir consideravel atividade antifungica
representada em valor percentual com Pa: 58,4%
(Figura 1).

No ensaio de microdiluicdo sucessiva
(modelo in vitro) realizado em duplicata, a CIM
encontrada para o B-citronelol, correspondeu a
uma CIM de 128 ug/mL equivalente a todas as
cepas fungicas testadas (Tabela 1).

Utilizado dentro de um ambiente
regulatorio e estimulada pela legislacdo recente
(Marchant, 2012; ANVISA, 2012) as abordagens
assistidas por computador (in silico) preveem por
simulagdo o0 comportamento biolégico de
moléculas sobre o meio metabdlica de mamiferos
(Marchant, 2012).

Estas ferramentas computacionais se
enquadram dentro de um repertério proposto de
modelos alternativos para avaliagdo ndo somente
de caracteristicas farmacologicas como
toxicolégicas de um composto, além de modelos in
vitro. Por isso, podem ser aplicadas para estudo
de moléculas naturais, sintéticas, bem como,
hipotéticas, realizados de forma rapida,
reprodutivel, normalmente  baseado em
biorreguladores humanos, fornecendo assim,
resultados que podem levar a progressdao de
novas aplicacbes terapéuticas (Srinivas et al.,
2014; Angelo et al., 2006).

No presente estudo, foi revelado que o 3-
citronelol apresentou ter um perfil variado de
atividades antimicrobianas, mas, dentre todos os
efeitos detectados, a atividade antifingica foi

predominante; a qual essa prevista propriedade
foi confirmada nos ensaios in vitro contra as
cepas de C. albicans.

O potencial anti-C. albicans aqui revelado
por B-citronelol, também j& foi obtida por outras
estruturas monoterpénicas como eugenol (Miao
et al., 2007), timol (Guo et al., 2009) e carvacrol
(Manohar et al., 2001) e dessa forma, isso
mostra que a bioatividade evidenciada por —
citronelol acrescenta na capacidade antifungica
gue monoterpenos apresentam contra o0 agente
leveduriforme patogénico, oportunista mais
comum aos seres humanos: C. albicans (Giolo &
Svidzinski, 2010).

Esses achados, além de evidenciarem que os
monoterpenos contém um grande potencial
bioativo antifungico, também confirmam que as
abordagens in silico sao Uteis para descobrir uma
nova droga com maior precisdo, ao possibilitar
orientacdo nos ensaios biolégicos a serem
realizados e otimizar tempo e investimentos que
sdo aplicados durante esse processo.

4. CONCLUSOES

O advento de modelos
computacionais para a pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos permite
avaliar diversos parametros de uma
substancia de maneira rapida, econémica e
ambientalmente viavel. O estudo in silico do
B—citronelol demonstrou que este
monoterpeno possui um amplo potencial
bioativo, desde como antibacteriano até
antiprotozoario e também como antifngico,
atividade esta que foi confirmada por ensaios
in vitro contra cepas de Candida albicans,
patbgeno de grande relevancia clinica
mundial. A confirmagdo dos resultados
obtidos in silico através de ensaios in vitro
demonstram que esta molécula € um valioso
candidato para a obtencdo de novos
farmacos para diferentes  utilidades,
ressaltando a necessidade de estudos
futuros com este monoterpeno em outras
areas da quimica e farmacologia.
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Figura 1: Previsdo de atividade antimicrobiana do (-citronelol obtidas pela ferramenta PASS on-line.

Tabela 1: CIM, CFM, CFM/CIM e efeito do citronelal e CIM da anfotericina B e fluconazol contra
cepas das espécies de Candida nao-albicans.

Cepas fungicas gl-'(\:/llt(r:gn/?rllol_l) Controle negativo | Controle positivo
C.a ATCC-76485 128 - +
C.a ATCC-76645 128 - +
C.alLM-178 128 - +
C.aLM-615 128 - +

Legenda: +, efeito inibitorio; -, sem efeito inibitdrio.

Peri6dico Tché Quimica. ISSN 2179-0302. (2019); vol.16 (n°32)
Downloaded from www.periodico.tchequimica.com
898

The Periodico Tché Quimica (ISSN: 1806-0374; 2179-0302) is an open-access journal since 2004. Journal DOI: 10.52571/PTQ. http://www.tchequimica.com.

This text was introduced in this file in 2021 for compliance reasons.

© The Author(s)

OPEN ACCESS. This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 (CC BY 4.0) International License, which permits use, sharing, adaptation, distribution, and reproduction in any medium or format, as long as
you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The images or other third-party material in this article are included in the
article 's Creative Commons license unless indicated otherwise in a credit line to the material . If material is not included in the article’s Creative Commons license and your intended use is not permitted by statutory regulation
or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.



	83_HERMES_DINIZ_NETO_pgs_894_898



