Congresso Brasileiro
“Ciencios
9 Saaude

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO a-PINENO FRENTE A
CEPAS CLINICAS DE Penicillium citrinum ISOLADAS DA PELE

Sévio Benvindo Ferreira®; Tassiana Barbosa Dantas?; Daniele de Figueredo Silva®; Edeltrudes de
Oliveira Lima’

1-Universidade Federal da Paraiba. E-mail: saviobenvindo@gmail.com

2-Universidade Federal da Paraiba. E-mail: tassianadantas@hotmail.com

3- Universidade Federal da Paraiba. E-mail: danielefigueredo31@gmail.com

4-Universidade Federal da Paraiba. E-mail: edelolima@yahoo.com.br

RESUMO: O género Penicillium é um dos géneros fingicos que possui a maior quantidade de espécies,
podendo ser encontrado nos mais variados substratos, podendo causar infec¢des hospitalares, principalmente
em individuos suscetiveis, sendo, portanto, oportunista. Devido esta problematica, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a atividade antifingica do (+)-a-pineno frente a cepas de Penicillium citrinum por
meio da determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). O (+) — a — pineno foi adquirido da Sigma
— Aldrich (Brasil). Para os ensaios de atividade antifungica foram selecionadas um total de 3 cepas de P.
citrinum isoladas de infecgdes cutaneas e uma cepa padrdo INCQS 40.011. Os ensaios foram realizados por
meio da técnica de microdiluicdo em caldo. Como controle, foram testado os solventes, DMSO e Tween 80,
a esterilidade do meio, o controle de micro-organismo e o antifingico padrdo, o variconazol. As placas foram
assepticamente fechadas e incubadas a 28 °C por 7 dias, para realizacéo da leitura. O (+)-a-pineno inibiu o
crescimento das cepas de P. citrinum INCQS 40.011 na concentracdo de 256 pg/ml; j& as cepas clinicas,
LM-161 e LM-171, a concentracdo do composto capaz de inibir o crescimento foi de 1024 pg/ml e 128
pg/ml, respectivamente, enquanto a CIM para a cepa LM 30 foi maior que 1.024 pg/ml. Ja a ClIMs, do
composto para a espécie foi de 512 pg/ml. O variconazol, inibiu as cepas testadas, 0 meio de cultura
apresentou-se estéril e funcional e os solventes, DMSO e Tween 80, ndo interferiram no seu crescimento das
cepas.

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

INTRODUCAO desenvolvimento de microrganismos cada vez

Ao longo das dltimas decadas, desde a mais resistentes aos antibioticos

descoberta das penicilinas naturais, 0 avango convencionais, 0 que pode ser um fator

da industria farmacéutica levou ao surgimento relevante para o surgimento de doencas

de diversos antimicrobianos, com espectro de infecciosas de dificil controle (Akinpelu,

acdo cada vez mais amplo. Entretanto, devido 2001). Em decorréncia do aumento da

a0 uso abusivo e indiscriminado de resisténcia, a busca por substancias

antimicrobianos,  observa-se, ~ hoje, 0 antimicrobianas derivadas de plantas teve um
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grande impulso (Coelho et al., 2004). A
utilizagdo de produtos naturais ou Seus
derivados como agentes de controle de
populagdes microbianas atrai também a
industria farmacéutica, ja que os patdgenos
associados a doencas infecciosas estdo cada
dia mais resistentes as drogas
tradicionalmente  utilizadas em  préticas
clinicas (Mesa-Arango et al. 2009). O género
Penicillium é um dos géneros fangicos que
possui a maior quantidade de espécies,
podendo ser encontrado nos mais variados
substratos (Pitt & Hocking, 1997). Severas
micotoxicoses, alergias e contaminacGes do ar
sdo atribuidas a ele, comprometendo, assim, a
salde de humanos e animais (Samson &
Frisvad, 2004). Pode também ser causador de
infeccOes hospitalares, principalmente em
individuos  suscetiveis, sendo, portanto,
oportunista (Brasil, 2009). Desta forma, a
busca de opcBes terapéuticas para O
tratamentos de infeccbes causadas por este
micro-organismo torna-se cada vez mais
importante e necessaria, sendo as plantas
naturais importantes fontes destes compostos.

O interesse dos pesquisadores pelas
plantas para investigacbes de novos
antimicrobianos é devido a variedade de
substancias quimicas pertencente a diferente
classe de metabolitos secundarios, tais como,
flavonaides,

cumarinas, terpenoides,

alcaldides e taninos (Cowan, 1999). Os
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compostos antimicrobianos isolados das
plantas  superiores podem agir como
reguladores do metabolismo intermediario,
ativando ou bloqueando reacdes enzimaticas,
afetando direta ou indiretamente uma sintese
proteica em nivel nuclear ou ribossomal, ou
mesmo alterando estruturas de membranas
(Singh e Shukla, 1984). Os componentes de
diferentes 6leos essenciais tém sido estudados
por possuirem atividades bioldgicas. Alguns
estudos ~ mostram  que  monoterpenos
apresentam efeitos prejudiciais a membrana
celular bacteriana. Dentre 0s monoterpenos,
temos o a-pineno que possui dois isdmeros
ativos constitucionais: o e B-pineno. Ambos
tém enantidmeros conhecidos na natureza
como (-)-a-pineno (mais comum em pinheiros
europeus), (+)-a-pineno (mais comum na
América do Norte), (-)-B-pineno e (+)-p-
pineno. A mistura racémica esta presente em
alguns Oleos essenciais, tais como 6leo de
eucalipto (Tabanca et al., 2007; Solomons e
Fryhle, 2009; Yang et al., 2011). Alguns
autores atribuiam a atividade antimicrobiana
de alguns 6leos essenciais a este monoterpeno
(Aligiannis et al, 2001; Couladis et al, 2003;
Leite et al 2007). Por outro lado, outros
autores relataram que o o-pineno ndo
apresenta atividade antimicrobiana (Angioni
et al, 2003; Koutsoudaki; Krsek e Rodger,
2005; Yang et al, 2011). Para entender esses

resultados controversos sobre o atividade
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antimicrobiana do a-pineno, Silva et al (2012)
avaliaram os efeitos antimicrobianos dos
diferentes enantiomeros do a-pineno contra C.
albicans, C. neoformans, Rhizopus oryzae e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA). Esse estudo mostrou que apenas 0
enantibmero positivo desse monoterpeno
possui atividade antimicrobiana contra 0s
micro-organismos testados, e que essa agao a
foi ainda mais promissora contra a formagao
de biofilme, o que torna a-pineno util na
formulacdo de estratégias para limitar C.
albicans formacéo de biofilme.

Diante de indicios positivos da acéo
antimicrobiana do (+)-a-pineno, este trabalho
teve como objeto de avaliar a atividade
antifungica do (+)-a-pineno frente a linhagens
clinica isoladas de infec¢bes cutaneas e cepa
padrdo IHCQS (Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Salde) de
Penicillium  citrinum, por meio da
determinagcdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM).

METODOLOGIA
O trabalho foi
Laboratorio de Micologia do Departamento

realizado no

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

da Sigma — Aldrich (Brasil) e dissolvido de
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acordo com as recomendacOes do fabricante e
as concentragOes utilizadas nos respectivos
experimentos foram obtidas ap6s diluicdo.
Para o0s ensaios de atividade antifungica
foram selecionadas um total de 3 cepas de
fungos do género Penicillium, obtidas da
colecdo do Laboratério de Micologia e uma
cepa padrdo do IHCQS 40.011, as quais
foram mantidas em tubos de ensaio contendo
Agar Sabouraud Dextrose (ASD) inclinado
(DIFCO Laboratories Ltda.), a temperatura
ambiente (28° a 30°C) e a 4°C. As cepas
fungicas selecionadas foram mantidas no
meio de cultura ASD, por 10-14 dias, a
temperatura de 28 a 30°C, com a finalidade de
atingirem o crescimento satisfatorio. Para o
preparo da suspensdo das cepas, as coldnias
fangicas recentes foram cobertas com 5 mL
de solucdo salina estéril (NaCl 0,85 % p/v) e,
por meio de suaves agitacdes e raspagens com
auxilio de uma al¢a de platina em “L”, as
suspensdes foram obtidas. Os ensaios foram
realizados por meio da técnica de
microdiluicdo em caldo, utilizando placas de
96 orificios estéreis e com tampa (Cleeland &
Squires, 1991; Eloff, 1998; Hadacek &
Greger, 2000). Em cada orificio da placa,
foram adicionados 100 pL. do meio liquido
Caldo Sabouraud dextrose (CSD) duplamente
concentrado. Em seguida, 100 uL da solucao
dos fitoconstituintes na concentragdo inicial

de 1024 pnpg/mL (também duplamente
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concentrados), foram  dispensados  nas
cavidades da primeira linha da placa. E, por
meio de uma diluicdo seriada em razdo de
dois, foram obtidas as concentracGes de 512,
256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 e 2 ug/mL, de modo
que na primeira linha da placa encontre-se a
maior concentracdo e, na ultima, a menor
concentracdo. Por fim, foram adicionados nas
cavidades 10 pL do indculo, de
aproximadamente 1-5 x 10° UFC/mL, das
cepas fangicas, correspondendo cada coluna
da placa a uma cepa. Para verificar a auséncia
de interferéncia dos solventes DMSO e
Tween 80, que foram utilizados na preparacéo
da solucdo dos monoterpenos, sobre 0s
resultados, foi feito um controle no qual
foram colocados nas cavidades 100 pL do
CSD duplamente concentrado, DMSO (até
10%), Tween 80 (2%) e 10 puL da suspensdo
fangica. Além disso, um controle de
microrganismo foi realizado colocando-se nas
cavidades 100 pL do CSD duplamente
concentrado, 100 pL de agua destilada estéril
e 10 pL do indculo de cada cepa. Também foi
realizado um controle de esterilidade do meio,
no qual foram adicionados 200 pL do CSD
em um orificio, na auséncia da suspensdo dos
fungos. Paralelamente, 0 mesmo
procedimento foi realizado para o antifingico
padrdo  Variconazol. As placas foram
assepticamente fechadas e incubadas a 28 °C

por 7 dias, para realizacdo da leitura. As CIMs
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para 0 (+)-a-pineno e o variconazol foram
definidas como a menor concentragdo capaz
de inibir visualmente o crescimento fungico
verificado nos orificios, quando comparado
com o crescimento controle. Os experimentos
foram realizados em triplicata e o resultado
expresso pela média aritmética das CIM’s
obtidas nos trés ensaios e da CIM50, sendo
considerado a CIM para o (+)-a-pineno e para
variconazol como a menor concentracdo
capaz de inibir visualmente o crescimento
fangico verificado nos orificios, quando
comparado com o crescimento controle e
CIM50 correspondente a concentragdo em

que inibiu 50% das cepas ensaiadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a realizagdo dos ensaios, observou
que o0 (+)-o-pineno apresentou atividade
frente as cepas testadas. O monoterpenos
inibiu o crescimento da cepa ATCC IHCQS
40.011 na concentragcdo de 256 pg/ml e nas
cepas clinicas LM-161 e LM-171 nas
concentracdes de 1024 pg/ml e 128 pg/ml,
respectivamente. Para a cepa LM-30 a CIM >
1024 pg/ml. Desta forma, podemos dizer que
a CIM do (+)-a-pineno foi > 1024 pg/ml e sua
CIM50 foi de 512 pg/ml. O antiflngico
padréo, variconazol, inibiu as cepas ATCC
IHCQS 40.011, LM-30, LM-161 e LM-171
nas concentragbes 256, 4, 2 e 2 pg/ml

respectivamente. O meio de cultura
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apresentou-se estéril durante o experimento e
positivo quando inoculado com o in6culo
fangico, comprovando as condi¢bes de
esterilidade e eficiéncia do meio em manter
viaveis as cepas. Nos pocos onde foram
incubados o meio de cultura com os solventes
DMSO e Tween 80 e o indculo fungico,
observou-se crescimento normal do fungo
constatando que os solventes ndo interferem
no seu crescimento nas concentragdo
utilizadas de 10% e 2%, respectivamente.

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

Silva e colaboradores (2012) avaliaram a
atividade do alfa-pineno e do betapineno
sobre cepas de C. albicans, C. neoformans, R.
oryzae e S. aureus resistente a meticilina
(MRSA), porém, os mesmos avaliaram 0s
enantibmeros  separadamente, ou  Ssegja,
avaliaram a acdo do (+)-o-pineno, (-)-a-
pineno, (+)-p-pineno e o (-)-B-pineno e
concluiram que apenas 0s enantibmeros
positivos do alfa-pineno e beta-pineno

possuiam atividade antimicrobiana e 0s
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enantibmeros negativos ndo mostraram

atividade até o valor de 20mg/mL.

CONCLUSOES

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

espécies de micro-organismo.
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