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RESUMO

Os fungos da espécie Aspergillus flavus sdo produtores das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 em
condicGes de pos-colheita como 0 armazenamento, transporte e processamento de alimentos.
Estes podem causar perdas econdmicas significativas para produtores, comerciantes e
processadores de diversas culturas suscetiveis. O uso de produtos naturais como os 0leos
essenciais é uma alternativa interessante para combater esses agentes e aumentar a
durabilidade dos produtos, sendo uma alternativa ao uso de agrotoxicos no controle de
fungos. Os Gleos essenciais podem inibir o crescimento do fungo através de danos da
estrutura da membrana celular e alteragdes nas fungdes das organelas da célula fungica,
inibindo a atividade do nucleo e a sintese de proteinas. Citral € 0 nome dado a uma mistura de
dois isdmeros geométricos: geranial e neral e ocorre naturalmente em muitos 6leos essenciais.
Como antifangico, danifica a estrutura da parede celular e membrana, levando a perda de
funcBes da membrana. Neste cenério, este estudo teve como objetivos, avaliar, através de
analises experimentais e teoricas, a interacdo, a reatividade e a atividade antifungica do citral
sobre o A. flavus, seus efeitos na germinacdo de esporos, permeabilidade da membrana e
biossintese de ergosterol. Os calculos tedricos indicam que tanto o geranial (106,68 Kcal/mol)
como o neral (107,93 Kcal/mol) possuem energia de interagdo com o ergosterol, sendo o
segundo ligeiramente mais estavel que o primeiro. A germinacgdo de esporos por A. flavus foi
comprometida quando exposto a diferentes concentracfes de citral, principalmente quando
comparados os resultados obtidos nas concentracfes superiores a 0,8 pL/mL com o controle.
Foram observadas alteracbes no metabolismo do fungo, onde o A. flavus, ao ser exposto a um
meio com adicdo de glicose, teve sua acdo natural de acidificacdo do meio inibida em
determinadas concentracdes (0,08 e 0,16 pL/mL). Os efeitos do citral na biossintese do
ergosterol foram avaliados, onde a quantificacdo do esterol foi gradualmente diminuida a
partir da exposicéo a certas concentragdes de citral (0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,64 pL/mL).

Palavras-chave: fungos, 6leos essenciais, TFD, metabolismo secundario



ABSTRACT

Aspergillus flavus is a species of fungi that produce the aflatoxins B1, B2, G1 e G2 under
post-harvest conditions such as storage, transport and food processing. The fungi may cause
significant economic losses to producers, traders and processors of various susceptible
cultures. The use of natural products such as essential oils is an interesting alternative against
these pathogens and are able to increase the products durability. Thus, it has been tested as an
alternative to agrochemicals in control of fungi. Essential oils can inhibit the fungi growth by
interrupting fungal membrane structure and function, inhibiting the nuclei activity and
synthesis of proteins. Citral is the name given to a mixture of two geometric isomers: geranial
and neral and occur naturally in a series of essential oils. As an antifungal, it is capable of
damaging the cell wall and membrane structures, which leads to loss of membrane functions.
In this context, this study aimed to conduct theoretical and experimental studies to evaluate
the interaction, reactivity and the antifungal activity of citral on A. flavus by assessing the
effects on fungi spore germination, membrane permeability, ergosterol biosynthesis.
Theoretical calculations indicate that both geranial (106,68 Kcal/mol) and neral (107,93
Kcal/mol) have interaction energy with ergosterol as neral being slightly stabler than the
geranial. The germination of spores by A. flavus was drastically compromised when exposed
to different concentrations of citral, mainly at concentrations higher than 0.8 pL/mL. Changes
in the metabolism of the fungi were observed. When incubated with citral and exposed in a
medium with glucose, the natural acidification of the medium was inhibited at certain
concentrations (0,08 e 0,16 pL/mL). The effects of citral on the ergosterol biosynthesis
illustrates that the sterol quantification gradually decreased as citral concentrations increased
(0,04, 0,08; 0,16; 0,32; 0,64 pL/mL).

Key words: fungi, essential oils, DFT, secondary metabolism.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos eucariontes, que podem assumir formas unicelulares ou
multicelulares, se apresentando como leveduras ou estruturas filamentosas (LUPI, TYRING e
MCGINNIS, 2006). Sua estrutura € composta por membrana plasmatica, parede celular e
citoplasma com organelas funcionais (ROBINSON, 2014). Apesar da grande importancia na
industria alimenticia, inimeras perdas econémicas sdo associadas a fungos por causarem
reducdo de nutrientes, da palatabilidade e a presenca de micotoxinas, que sdo metabdlitos
secundarios com potencial para produzir toxicoses no homem e nos animais (FILHO et al.,
2013).

As espécies do género Aspergillus ocorrem predominantemente na terra e tem uma
longa histéria de aplicacdo na agricultura e na inddstria. S8o usadas para sintetizar
biologicamente matérias-primas, produtos semiacabados ou produtos acabados na inddstria
alimenticia e farmacéutica (ZHANG et al., 2016). A espécie Aspergillus flavus é
predominantemente encontrada em culturas alimentares, particularmente milho, amendoim,
sementes oleaginosas e nozes, ocorrendo em regides tropicais e subtropicais em todo o
mundo. As perdas econdmicas inerentes a presenca deste fungo em alimentos estdo
diretamente relacionadas a producdo de aflatoxinas, que sdo responsaveis por causar
morbidades em humanos e animais, incluindo cancer e até mesmo levando a ébitos
(KHLANGWISET et al., 2011; WINTER e PEREG, 2019).

O aumento do risco a saude por diversas patologias, como cancer, doencas hepaticas
e alteracdes enddcrinas, causadas por residuos quimicos em alimentos, tem levado a busca de
alternativas sustentaveis de manejo agricola, como o uso de Oleos essenciais para 0
desenvolvimento de fungicidas naturais (BOMFIM et al., 2020). O uso de produtos naturais
como 0s 06leos essenciais se configura como uma alternativa interessante para combater esses
agentes microbianos e aumentar a durabilidade de produtos. Devido a existéncia de
microrganismos resistentes a antibidticos e antissépticos convencionais e a conscientizacdo da
populacédo referente aos efeitos de aditivos quimicos na satde, tem-se aumentado o interesse
na utilizacdo de produtos naturais efetivos e seguros a fim de se evitar assim danos para quem
o ingere (WINSKA et al., 2019).

Os 0leos essenciais sdo liquidos oleosos aromaéticos obtidos a partir de material
vegetal - flores, sementes, folhas, cascas, raizes; possuem atividades antimicrobianas
atribuidas aos seus varios constituintes como terpenoides e compostos fendlicos, reduzindo o

crescimento e limitando a sobrevivéncia de diversos microrganismos patogénicos. O
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mecanismo de agdo dos Oleos essenciais estd relacionado a alteracdo da permeabilidade e
fluidez da membrana, danificacdo da parede e membrana celular em varios graus,
extravasamento do citoplasma e inibicéo parcial da biossintese de DNA, RNA, proteinas e do
ergosterol (BURT, 2004; LV et al., 2011; YUTANI et al., 2011; KEREKES et al., 2013;
RAUT e KARUPPAYIL, 2014).

O monoterpeno citral é o nome dado a uma mistura de dois isdmeros geométricos:
geranial e neral. Faz parte da composicdo de diversos 6leos essenciais de espécies citricas e
aromaticas como o capim-limdo (Cymbopogon citratus), lipia (Lippia alba), capim-limao-
brasileiro (Elionurus latiflorus) e alfazema-do-brasil (Aloysia gratissima) (FRIEDMAN et al.,
2004).

Diversos estudos tem demostrado que o citral pode apresentar efeitos anti-
inflamatdrios, antitumorais e antioxidantes, além de agir como agente bactericida e fungicida.
Quando o fungo é exposto ao citral, este agente danifica a estrutura da parede celular e
membrana, causa danos as organelas do citoplasma celular e inibe o crescimento fngico em
determinadas concentracdes. Também é alvo de diversas pesquisas que investigam suas
propriedades como conservante alimenticio, por exemplo, em sucos de laranja, saladas de
fruta e peixes (FRIEDMAN et al., 2004; JIANG e LUO et al., 2005; MARQUES et al., 2013;
SANTOS et al., 2017; TANG et al., 2018; ZIELINSKA et al., 2018; THIELMANN e
MURANYI, 2019).

Neste cenario, o presente trabalho buscou avaliar a atividade antifingica do citral
sobre o fungo Aspergillus flavus por meio da realizacdo de experimentos em laboratério e da
modelagem molecular para avaliar a interacdo e reatividade do componente com elementos da

membrana do microrganismo e sua atividade antifingica.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifangica do citral no controle do Aspergillus flavus

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a modelagem molecular para avaliar a interagdo e reatividade do citral
com moléculas andlogas que formam as membranas do microrganismo;

e Avaliar o efeito do citral na permeabilidade da membrana de A. flavus;

e Avaliar o efeito do citral na germinacdo de esporos por A. flavus;

e Auvaliar o efeito do citral na biossintese de ergosterol por A. flavus.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FUNGOS

Os fungos consistem em uma variedade de organismos com diversas formas e fungdes,
sendo registrados em quase todos os nichos ecoldgicos e definidos por uma combinacao de
caracteristicas morfoldgicas, estruturais, quimicas, nutricionais e de DNA (ROBINSON,
2014). S&o organismos cosmopolitas e onipresentes em ambientes subaéreos e subsolares, e
atuam na natureza como decompositores, simbiontes e patdgenos mutualistas de animais e
plantas (GADD, 2007). Tem a capacidade de adotar uma variedade de estratégias de
crescimento, metabolismo, morfologia, adaptacdo a ambientes extremos e associacbes com
animais, plantas, algas e cianobactérias (YU e KELLER, 2005; GRIMM et al., 2005;
MAGAN, 2007; ROUSK e BAATH, 2011; ALWATHNANI e PERVEEN, 2012). A nutri¢do
é do tipo heterotréfica, na qual se alimentam através de absorcdo de carboidratos e outros
nutrientes de animais, plantas ou matéria em decomposicdo no substrato em que vivem
(MCCONNAUGHEY, 2007). Possuem um papel na manutencdo da estrutura do solo, devido
ao seu habito de crescimento de ramificacdo filamentosa, producdo de exopolimeros e no
acesso de nitrogénio organico as plantas (ZAK et al., 2019). Tambeém possuem papel no ciclo
biogeoquimico dos elementos como o carbono, nitrogénio, fosforo, enxofre e metais (GADD,
2006).

A reproducéo pode ocorrer de maneira sexual (divisdo celular e meiose), parasexual
(envolve divisdo celular seguida de uma desdiploidizagdo gradual) ou assexual (apenas
divisbes mitoticas), por meio de brotamento (assexuado), esporulacdo (sexual ou assexuada)
(WEBSTER e WEBER, 2007; HEITMAN et al., 2013). Na reproducdo assexuada, um unico
individuo da origem a uma duplicata genética do progenitor sem uma contribui¢do genética de
outro individuo. Alguns fungos unicelulares (leveduras) se reproduzem por divisdo celular
simples (mitose) na qual uma célula sofre divisdo nuclear e se divide em duas células filhas;
apos algum crescimento, essas celulas se dividem e, eventualmente, uma populacdo de células
se forma. Em fungos filamentosos, o0 micélio pode se fragmentar em varios segmentos, cada
um dos quais é capaz de se transformar em um novo individuo (HAWKER, 2016). Ja a
reproducdo sexual ocorre em trés estagios: a plasmogamia consiste na fusdo de dois nucleos
haploides compativeis. Neste caso, dois tipos nucleares estdo presentes na mesma célula, mas

0s nucleos ainda ndo se fundiram. A cariogamia resulta na fusdo desses nucleos haploides e
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na formagdo de um nucleo diploide. Depois que a cariogamia ocorre, a meiose geralmente
segue e restaura a fase haploide do fungo. Os nucleos haploides que resultam da meiose sdo
geralmente incorporados em esporos chamados meiosporos (WALLEN e PERLIN, 2018).

Uma célula fangica é formada por um ndcleo, membrana plasmatica, parede celular e
as organelas celulares (WEBER, 2016). A parede celular do fungo é uma estrutura dindmica
que protege a célula contra mudancas de pressdo osmotica e estresses e permite que a célula
do fungo interaja com ambiente ao redor. A estrutura da parede celular em fungos é composta
principalmente por quitina, glucanos, mananos e glicoproteinas (FREE, 2013).

Os polissacarideos sdo responsaveis pela rigidez e forma da célula, além de
possuirem em sua estrutura proteinas como galactomanoproteinas, proteinas com ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e proteinas de superficie que funcionam como sensores da
integridade da parede celular e componentes de reposta a estresses sofridos pela célula. A
quitina (Figura 1), um longo homopolimero linear de N-acetilglucosamina ligada a beta-1,4, é
considerada um componente relativamente menor, embora estruturalmente importante, da
parede celular do fungo. Quando a sintese de quitina é interrompida, a parede fica
desordenada e a célula fungica torna-se malformada e osmoticamente instavel. O glucano é o
principal polissacarideo estrutural da parede celular do fungo, constituindo aproximadamente
50-60% do peso seco da estrutura (MONEY, 2016).

Todas as paredes celulares dos fungos tém um componente de proteina que esta
fortemente entrelacado na matriz estrutural a base de quitina e glucano. A quantidade de
proteina dentro das paredes celulares dos fungos filamentosos € estimada em
aproximadamente 20-30% da parede celular em massa. As proteinas da parede celular
funcionam na manutencao da forma celular, protegendo a célula contra substancias estranhas,
mediando a absor¢do de moléculas, transmitindo sinais intracelulares de estimulos externos e
sintetizando e remodelando componentes da parede celular (BOWMAN e FREE, 2006;
MONEY, 2016). Além de dar forma a célula fungica, a parede celular também tem a funcéo
de protecédo da célula contra estresses como alteracfes em pH, temperatura e pressao osmatica
(YOSHIMI, MIYAZAWA e ABE, 2016).



20

H NHCOCH, H NHCOCH,

Figura 1: Estrutura quimica da quitina.

Fonte: SPIN-NETO, 2008.

O citoplasma consiste em varias organelas envolvidas por membrana, como
mitocdndrias, aparelho de Golgi, ribossomos, reticulo endoplasmatico, lisossomas,
microtUbulos e um nucleo. Uma propriedade Unica da membrana nuclear é que ela persiste
através da metafase da mitose, ao contrario das células vegetais e animais, onde se dissolve e
se reforma. O nucleo possui cromossomos pareados (ROBINSON, 2014).

A membrana flngica é composta por uma bicamada fosfolipidica e conta com uma
enorme variedade de proteinas ancoradas em sua estrutura. As principais funcdes atreladas a
membrana sdo a organizacdo e funcionamento da estrutura celular como o controle de fluidez
e 0 mecanismo de transporte intramembrana e participa de uma ampla gama de processos
dindmicos da célula, incluindo secrecdo, endocitose, sensoriamento ambiental, absor¢do de
nutrientes, morfogénese e sintese da parede celular (DOUGLAS e KONOPKA, 2014).

A membrana plasmatica do fungo € responsavel pela atividade de acidificacdo de um
meio através do bombeamento de prétons mediada pela H*-ATPase, podendo ser estimulada
pela adicdo de glicose ao meio (GOMES et al., 1998). Para alimentar esse sistema de
transporte, os protons (H*) sdo bombeados para fora da célula pela membrana plasmatica, o
que resulta em uma diminui¢do no pH do meio externo no qual as células estdo suspensas.
Como estimulo a essa atividade, a glicose pode ser adicionada ao meio, onde é rapidamente
absorvida pelas células atraves de seus sistemas de transporte intramembrana, o que
consequentemente ird diminuir o pH do meio (TATSADJIEU et al., 2009).

As H*-ATPases desempenham um papel essencial na fisiologia celular do fungo. A
interferéncia na funcdo H*-ATPase por antagonistas pode inibir a capacidade de fungos de
promover a perturbacdo no sistema de transporte intramembrana e, consequentemente, inibir

acidificacdo do meio, podendo até levar a morte da célula (MELLO et al., 2011).
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O ergosterol (C2sH240) (Figura 2) é o principal esterol da membrana fungica que
regula a fluidez, espessura e permeabilidade da membrana plasmatica, além de atuar na
biogénese e funcionamento da mesma (ZHANG e RAO, 2010; DUPONT et al., 2012; SANT
et al., 2016). E um esterol é especifico para fungos e é o principal componente de sua
membrana celular (TIAN et al. 2012a). A danificacdo de sua estrutura acarreta perturbagdes
no desenvolvimento (LUO et al., 2004) e metabolismo (TATSADJIEU et al., 2009) da célula,
sendo estas avaliadas, neste estudo, atraves dos ensaios de inibi¢do da germinacao de esporos
e inibicdo da acidificacdo estimulada por glicose, respectivamente.

Sua biossintese pela via da acetil-coA envolve cerca de vinte passos (DHINGRA e
CRAMER, 2017) (Figura 3) e se configura como um dos principais processos metabdlicos do
fungo, pois exerce diversas funcdes bioldgicas que auxiliam no crescimento e manutencéo do
microrganismo (ALCAZAR-FUOLI et al., 2008), sendo realizada através de trés passos
envolvendo mais de vinte sub passos (HU et al., 2017). Esta via se caracteriza como um dos
mais importantes alvos de drogas antifungicas, pelo qual drogas antifingicas inibem o
crescimento de células fungicas € a interrupcao das vias normais de biossintese de esterais,
levando a uma reducdo na biossintese de ergosterol (COWEN et al., 2015). A eficiéncia do
citral na inibicdo da biossintese do ergosterol em fungos € bem estabelecida na literatura
(TAO et al., 2014; SOUSA et al., 2016; WANG et al., 2019). Porém, uma compreensdo dos
mecanismos reguladores da biossintese de ester6is permanece um alvo terapéutico
subdesenvolvido (DHINGRA e CRAMER, 2017).

HO

Figura 2: Estrutura do ergosterol presente na membrana fungica.

Fonte: DUPONT et al., 2012.
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Figura 3. Via biossintética do ergosterol.
Fonte: ROCHA, 2002.

A classificagdo mais recente dos fungos, considera sete filos: Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota e
Basidiomycota, dez subfilos, trinta e cinco classes, doze subclasses e 129 ordens
(AINSWORTH, 2008).

3.1.1 Género Asperaqillus

Os fungos do género Aspergillus formam um grupo diverso de espécies que ocorrem
em diferentes tipos de habitats e possuem impacto significante na saide humana e animal
(SAMSON et al., 2014). S&o pertencentes ao Reino Fungi, Divisdo Ascomycota e a Ordem
Eurotiales (KLICH e PITCH, 1988). A nomenclatura do género foi dada por Anténio Micheli

em 1727 devido & semelhanca do conidioforo, estrutura morfoldgica produtora de esporos,
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com o aspergillum, objeto utilizado em ceriménias liturgicas na Igreja Catdlica para aspersao
de 4gua benta (BENNETT, 2009).

Os membros do género Aspergillus sdo cosmopolitas e componentes predominantes
de diferentes ecossistemas em uma ampla gama de zonas ambientais e climéticas, pelo fato de
eles poderem colonizar uma grande variedade de substratos, por exemplo, solo, ambientes
salinos, agroecossistemas, ambientes polares, plantas, animais e liquenes, pedras, relacionados
com a agua, fosseis e humanos. A ocorréncia de espécies de Aspergillus é controlada por
varios fatores, incluindo o microclima, a disponibilidade de substratos, bem como a atividade
da agua e interacOes ecoldgicas complexas. A sobrevivéncia em diferentes habitats ambientais
e geograficos pode estar relacionada a diversidade metabodlica, alta capacidade reprodutiva e
capacidades competitivas das cepas de Aspergillus na natureza (ABDEL-AZEEM et al.,
2016).

Um dos principais adjetivos associados as espécies do género Aspergillus é sua
“onipresenga” devido a sua habilidade de se dispersar no ar e crescer em absolutamente
qualquer lugar com nutrientes disponiveis, sendo mais comumente encontrados no solo e na
serrapilheira associada (DESOUBEAUX e CRAY, 2018). A digestdo € exdgena realizada
através da secrecdo de acidos e enzimas no ambiente em volta para a quebra de polimeros
grandes em fracdes menores, sendo uma caracteristica marcante do Reino Fungi. Tal
estratégia permite que estes fungos degradem desde celuloses, hemiceluloses e pectinas até
lipideos, quitinas e queratinas (MARGULIS e CHAPMAN, 2009; BENNET, 2010). Os
métodos de reproducdo das espécies do género ocorrem de maneiras sexuada (cerca de 36%
das espécies com ciclo sexual conhecidos) ou assexuada (cerca de 64%) e ambos envolvem o
desenvolvimento vegetativo de uma rede de hifas que assim formam o micélio (VARGA et
al.,, 2014). A atual classificacdo do género Aspergillus consiste em quatro subgéneros
(Aspergillus, Circumdati, Fumigati e Nidulantes) em um total de 339 espécies (GAUTIER;
NORMAND e RANQUE, 2016).

Varias especies de fungos sdo amplamente utilizadas industrialmente para a producao
de alimentos, bebidas, &cidos organicos e uma grande variedade de enzimas. Para o género
Aspergillus, hd uma ampla comunidade dedicada a pesquisas académicas e industriais com
seus metabdlitos sendo descobertos, explorados e otimizados (ABDEL-AZEEM et al., 2016).
As aplicacdes incluem a producdo de metabdlitos como policetideos por A. terreus, usado no
tratamento da hipercolesterolemia (YIN et al., 2016); enzimas para utilizacdo na industria
farmacéutica, alimenticia e de combustiveis como lipases por A. ibericus (OLIVEIRA et al.,
2017), lacases por A. nidulans (KURTZ e CHAMPE, 1982), A. oryzae (HOSHIDA et al.,
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2005), A. niger (BOHLIN et al, 2006), A. fumigatus (SUGAREVA et al., 2006), tanases por
A. niger (PINTO et al. 2001) e A. ficuum (MA et al., 2015), pectinases por A. niger (LI et al.,
2020), proteases por A. awamori (NEGI e BANERJEE, 2010) e A. oryzae (VISHWANATHA
et al., 2009), lactases por A. oryzae (DE VRESE et al., 2015), celulases por A. niger
(RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011), amilases por A. oryzae (ASRAT e GIRMA, 2018) e A.
fumigatus (RATNASRI et al., 2014); &cidos organicos para utilizagdo na industria alimenticia,
farmacéutica, quimica e no apoio ao avan¢o de tecnologias como acido citrico por A. niger
(PAPAGIANNI, 2007), &cido itacnico por A. terreus (OKABE et al., 2009), acido kajico por
A. oryzae (TERABAYASHI et al., 2010), A. tamarii (EL-METWALLY et al., 2020), A.
parasiticus e A. flavus (CHANG et al., 2011) e &cido glucdnico por A. niger (ZHANG,
ZHANG e BAO, 2016).

Entretanto, fungos do género Aspergillus também sdo amplamente associadas a
diversas perdas econdmicas, principalmente na agricultura podendo contaminar produtos
agricolas em diferentes estagios, incluindo pré-colheita, colheita, processamento e manuseio
(PERRONE et al., 2007). As contaminacGes ocorrem devido a producdo de micotoxinas por
fungos em produtos agricolas e alimentares derivados, sendo denominadas aflatoxinas (AF),
no caso de produgdo por Aspergillus. A. flavus normalmente produz as aflatoxinas dos grupos
AFB1 e AFB2, enquanto A. parasiticus produz AFG1 e AFG2, bem como AFB1 e AFB2
(IQBA, ASI e ARINO, 2013). As safras afetadas pela contaminacéo por aflatoxina incluem
cereais (milho, sorgo, arroz, trigo), sementes oleaginosas (amendoim, girassol, soja, algodao),
especiarias (pimenta malagueta, pimenta preta, coentro, acafrdo, gengibre) e nozes (améndoa,
coco, castanha, nozes, pistache). A aflatoxina também pode ser encontrada no leite, ovos e
carne de animais alimentados com racdo contaminada (TIRMENSTEIN e MANGIPUDY,
2014). Por exemplo, um estudo realizado nos Estados Unidos estimou um potencial prejuizo
econémico podendo ultrapassar um bilhdo de ddlares em decorréncia da contaminacdo de
milho por aflatoxinas de A. flavus e A. parasiticus (MITCHELL et al., 2016).

Aspergillus spp. também podem causar uma variedade de patologias em seres
humanos. Tais doencgas sdo referidas como aspergiloses, podendo acometer a pele, olhos,
ouvidos, pulméo e outros 6rgdos por espécies como A. fumigatus, A. flavus, A. nidulans, A.
ustus, A. terreus e A. fischerianus (PARIZE et al., 2009; WEIGT et al., 2009; SHAH e
HAZEN, 2013; ERDEM et al., 2017; FRIAS-DE-LEON et al., 2018; RUDRAMURTHY et
al., 2019). A. fumigatus se apresenta como um dos principais patégenos do género devido ao
fato de apresentar bom crescimento na temperatura de 37°C em comparagao a outras especies,

podendo causar trés categorias de manifestacfes clinicas: reacOes alérgicas, aspergilose
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pulmonar crénica e aspergilose invasiva (DAGENAIS e KELLER, 2009; PAULUSSEN et al.,
2016).

3.1.2 Aspergillus flavus

O Aspergillus flavus foi descrito por Link em 1809 como uma espécie assexuada que
produz apenas esporos assexuados, os conidios e esclerodios. E uma espécie
morfologicamente complexa, sendo classificada em dois grupos com base em seu tamanho de
esclerddios: cepas L (Grupo I) com esclerédios> 400 mm de didmetro e cepas S (Grupo II)
com esclerddios <400 mm de diametro (AMAIKE e KELLER, 2011). Esta espécie de fungo é
predominantemente encontrada em culturas alimentares, particularmente milho, amendoim,
sementes oleaginosas e nozes, ocorrendo em regides tropicais e subtropicais em todo o mundo
(KHLANGWISET et al., 2011).

Em geral, o A. flavus é conhecido como um bolor de caracteristica aveludada, com
cor que varia do amarelo ao verde ou marrom com sua parte inversa de dourada para
vermelho-marrom (Figura 4). Os conidiéforos sdo de comprimento variavel, aspero, sem
caroco e espinhoso. Eles podem ser unisseriados ou bisseriados. Cobrem toda a vesicula e as
fialides apontam para todas as direcBes. Os conidios sdo globosos a subglobosos,
conspicuamente echinulato, variando de 3,5 a 4,5 um de diametro (HEDAYATI, et al., 2007).
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Figura 4: Aspergillus flavus crescido em meio de cultura.

Fonte: ASPERGILLUS WEBSITE, 2019.

O A. flavus produz em seu metabolismo secundéario as aflatoxinas, um contaminante
globalmente comum a alimentos. Estes fungos podem produzir aflatoxina em condi¢des de
pos-colheita como o0 armazenamento, transporte e processamento de alimentos. A producdo de
aflatoxinas pode sofrer influéncia de diversos fatores como: estresse hidrico e precipitacéo,
capacidade de adaptagdo do genotipo da cultura para o clima, danos causados por insetos e
praticas agricolas (KHLANGWISET et al., 2011).

As aflatoxinas causam efeitos negativos aos seres humanos e animais, podendo
causar a supressdo do desenvolvimento e do sistema imunol6gico, cancer e morte e a
contaminagdo de culturas agricolas com aflatoxinas causa perdas econdmicas significativas
para produtores, comerciantes e processadores de diversas culturas suscetiveis (COTTY e
JAIME-GARCIA, 2007). Em consequéncia, estas toxinas respondem por milhdes de délares
anualmente em perdas em todo 0 mundo em satde humana, satde animal e produtos agricolas
condenados (ZAIN, 2010).

Quimicamente, as aflatoxinas sdo derivadas da difuranocumarina produzidos por
uma via de policetideos. Existem quatro aflatoxinas principais, B1, B2, G1 e G2, com as
letras referentes a cor de sua fluorescéncia sob luz ultravioleta (azul ou verde) e os nUmeros

indicando sua distancia relativa de migragdo em uma placa cromatografica de camada
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delgada. Existem muitas outras aflatoxinas menos comuns. A aflatoxina B1 (Figura 5) € o
carcinégeno naturalmente mais potente e, geralmente, se o termo aflatoxina é usado no

singular, o autor esta se referindo a aflatoxina B1 (KLICH, 2007).

O 0

Figura 5: Estrutura da Aflatoxina B1.
Fonte: URREGO NOVOA e DIAS, 2006.

3.2 OLEOS ESSENCIAIS

3.2.1 Metabolismo Secundério das plantas

O metabolismo secundario é um conjunto metabdlico, cujos produtos, embora nédo
necessariamente essenciais para 0 organismo produtor, garantem vantagens para sua
sobrevivéncia e para perpetuaco de sua espécie em seu ecossistema (SIMOES, 2010).

As plantas apresentam um arsenal metabolico (enzimas, coenzimas e organelas) capaz
de produzir, transformar e acumular inUmeras outras substancias ndo necessariamente
relacionadas de forma direta a manutencgdo da vida do organismo produtor, sendo relacionas a
relagBes mutualisticas (por exemplo, atracdo de organismos benéficos como os polinizadores)
ou antagonistas (estratégias de defesa desenvolvidas contra predadores, parasitoides e
patdgenos) com outros organismos (HARTMANN, 2004 e GUNATILAKA, 2012).

A origem dos metabdlitos secundarios nas plantas pode ser descrita a partir do
metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais, 0 acido chiquimico e o acetato
(SIMOES, 2010) (Figura 6).
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O 4cido chiquimico origina os amino&cidos aromaticos, precursores da maioria dos
metabdlitos secundarios aromaéticos. A via do acido chiquimico consiste em sete etapas
sequenciais iniciada pela condensacdo aldolica de dois metabolitos da glicose: o
fosfaenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato (Figura 6).

Uma vez formado, o &cido chiquimico pode ser metabolizado em &cido corismico ou
acido galico. Os derivados do &cido chiquimico sdo: taninos hidrolisaveis, alcaloides
inddlicos e quinolinicos, protoalcaloides, alcaloides isoquinolinicos e benzilisoquolinicos,
fenilpropanoides, lignoides e cumarinas (SANTOS-SANCHEZ et al., 2019).

Através da via do acetato sdo fornecidas as unidades acetila que compdem a
acetilcoenzima (acetil-SCoA ou acetil-CoA), o precursor de varios grupos de substancias, tais
como o0s aminoacidos alifaticos, terpenoides, esterois, acidos graxos e triglicerideos, os
produtos derivados do acetato podem ser originados a partir do ciclo do &cido citrico
(aspartato, glutamina, lisina, ornitina, dando origem a alcaloides pirrolidinicos, tropanicos,
pirrolizidinicos, piridinico, quinolizidimicos), glicosideos cianogenéticos, glicosinolatos,
Oleos volateis, saponinas, heterosideos cardiotbnicos, 4acidos graxos, acetogeninas,
heterosideos e polissacarideos (SOUZA et al., 2020).
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Figura 6: Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios.

Fonte: SIMOES et al., 2010.

3.2.2 Propriedades e Composicio dos Oleos Essenciais

Os oOleos essenciais sdo liquidos oleosos aromaticos obtidos a partir de material

vegetal (flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutas e raizes).

Podem ser obtidos por diversos métodos como: expressdo, fermentacdo, enfleurage ou

extracdo, mas o metodo de destilacdo a vapor € o mais comumente usado para producédo

comercial de 6leos essenciais (BURT, 2004).

Os 0leos essenciais possuem atividades antimicrobianas que se mostraram eficazes

em diversas aplicagdes, diminuindo o crescimento e a sobrevivéncia de microrganismos. Tais

propriedades antimicrobianas podem torna-los potenciais alternativas aos antibioticos. Esses

atributos, atrelados a uma crescente demanda por opgOes de aditivos alimentares naturais,

levou a um interesse no uso de 6leos essenciais como potenciais antimicrobianos alternativos

(CALO et al., 2015).



30

Tais compostos possuem uma vasta gama de metabolitos secundarios que podem
inibir ou retardar o crescimento de bactérias e fungos, e seus componentes tém uma variedade
de alvos, particularmente a membrana, parede celular e o citoplasma, e em certas situacoes,
alteram completamente a morfologia das células (BURT e REINDERS, 2003;
CHORIANOPOQULOS et al., 2008; DE MARTINO, FEO e NAZZARO, 2009).

As atividades bioldgicas dos 6leos essenciais estdo diretamente correlacionadas com
a presenca de seus componentes volateis bioativos. Quimicamente, 0s Gleos essenciais
consistem em compostos de terpeno (mono-, sesqui- e diterpenos), alcoois, acidos, ésteres,
aldeidos, cetonas, aminas e sulfetos. Os componentes dos Oleos essenciais podem ser
divididos em dois grupos: compostos terpénicos e compostos aromaticos. Sua composi¢do
pode depender de que parte da planta € extraido: flores, partes verdes (folhas e caules), casca,
madeira, frutos inteiros, apenas pericarpo ou sementes, ou raizes. Acredita-se que os 6leos
essenciais sejam produzidos pelas plantas em resposta a estressores e, portanto, as condi¢oes
de crescimento podem afetar o rendimento e o conteudo dos 6leos essenciais (CALO et al.,
2015).

A solubilidade dos componentes do 6leo essencial em &agua estd diretamente
correlacionada com a capacidade de penetrar na parede celular de bactérias e fungos. A
atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais ocorre devido a solubilidade na bicamada
lipidica da membrana celular dos microrganismos (VALERIANO et al., 2012).

As diferencas na constituicdo e concentracdo dos Gleos essenciais influenciam
diretamente na atividade antimicrobiana do 6leo essencial, a acdo dos monoterpenos tem sido
explicada pelo efeito toxico na fungdo e estrutura da membrana celular, devido as
caracteristicas lipofilicas, os monoterpenos preferencialmente, tendem a se deslocar da fase
aquosa em direcdo as estruturas da membrana, o que resulta na sua expansdo, aumento da
fluidez e permeabilidade, desordenando as proteinas embebidas da membrana, alterando o
processo de transporte de ions e inibindo a respiracdo celular, assim danos causados na
estrutura da membrana citoplasmatica acarretam o comprometimento das fungdes, como
local de agdo enzimaética, barreira seletiva e geracao de energia (ROCHA et al., 2009).

A composicdo do oleo essencial de uma planta é determinada geneticamente, sendo
geralmente especifica para um determinado Orgdo e caracteristica para 0 seu estagio de
desenvolvimento, mas as condi¢cbes ambientais sdo capazes de causar variagdes significativas,
como a influéncia do ciclo vegetativo, temperatura, pH, umidade relativa, duracdo total de

exposicdo ao sol, regimes de ventos, grau de hidratacdo do terreno e presenca de
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micronutrientes e o tipo de cultivo também influem sobre a composi¢do quimica dos 6leos
essenciais (PEREIRA et al., 2006).

Na agricultura, os 6leos essenciais vém sendo utilizados como alternativa no controle
de inseto-praga, bioherbicidas, na inibicdo de fungos patogénicos, como agente anti-septico e
antibacteriano, tendo sua bioatividade relacionada a compostos majoritarios como citronelal,
citronelol e geraniol entre outros constituintes, denominadas de um modo geral como
monoterpenos (OOTANI et al., 2013).

3.2.3 Propriedades Antifiingicas e Modo de Acio dos Oleos Essenciais

A atividade antimicrobiana ou antifungica do 6leo essencial pode ser causada pelas
propriedades dos terpenos e terpenoides, que devido a sua natureza altamente lipofilica e
baixo peso molecular, sdo capazes de romper a membrana celular, causando morte celular.
Como agentes antifungicos, podem inibir o crescimento do fungo por interferir na sua
estrutura e interromper funcdo das organelas da célula fungica, inibindo a atividade do nucleo
e a sintese de proteinas (NAZZARO et al., 2017).

Alguns estudos evidenciam a perturbacéo e alteragdo da membrana plasmatica, além
da inibicdo da formacdo da parede celular flngica através da acdo de Oleos essenciais
(NAZZARO et al., 2017). A inibicdo da polimerizacédo da quitina pode afetar a maturagédo da
parede celular, a formacdo de septo e as gemas, através da danificacdo do mecanismo de
divisdo e crescimento celular (YUTANI et al., 2011). Os mecanismos também envolvem a
alteracdo da permeabilidade, fluidez e danificacdo da membrana, extravasamento do
citoplasma e inibicdo parcial da biossintese de DNA, RNA e proteinas e inibicdo da
biossintese do ergosterol (YUTANI et al., 2011; KEREKES et al., 2013).

Os monoterpenos agem rompendo a membrana citoplasmatica microbiana, que perde
sua alta impermeabilidade para protons e ions maiores; se ocorrer perturbacao da integridade
da membrana, suas funcbes estardo comprometidas ndo apenas como uma barreira, mas
também como uma matriz para enzimas e como um transdutor de energia (CRISTANI, et al.,
2007).

Na membrana fangica, o ergosterol é necessario para o crescimento e funcionalidade
da membrana celular. Além de também servir como um biorregulador da fluidez, simetria e
integridade da membrana, o ergosterol contribui para o funcionamento adequado das enzimas
ligadas a ela. A atividade de Oleos essenciais pode inibir a sintese de ergosterol na célula

fangica fazendo com que a membrana possa se tornar mais porosa (KHAN et al., 2010).
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O ergosterol € o principal alvo de agentes antifungicos utilizados tanto no combate a
pragas agricolas como contra patégenos humanos, portanto, o conhecimento de tal estrutura e
de sua biossintese é fundamental no desenvolvimento de novas drogas e nos estudos
relacionados ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aos antifungicos (ALCAZAR-
FUOLI et al., 2008). Esta estrutura também desempenha um papel direto nas interacdes
patdégeno-hospedeiro dos fungos, induzindo a reagBGes autoimunes como a inflamagédo
(KOSELNY et al., 2018).

A inibicdo da sintese do ergosterol em fungos gera uma série de perturbacGes no
desenvolvimento e germinacdo de esporos. Gutarowska e Zakowska (2009) propuseram um
modelo matematico para descrever a relacdo entre a formacao de biomassa e a quantidade de
ergosterol em duas espécies de fungo, descobrindo que tal relacdo acontece em duas fases do
crescimento micelial, incluindo a fase germinativa do fungo, onde o ergosterol é o esterol
dominante. O controle da germinacdo de esporos e a geracdo de biomassa do fungo podem
estar diretamente associados a este mecanismo de inibig&o.

O ergosterol também é essencial na morfogénese e manutencdo da mitocondria
fangica, organela responsavel pelo processo de respiracdo celular. A capacidade de
bombeamento de prétons por parte dos fungos mediada pela H*-ATPase é crucial para a
regulacdo do pH interno da célula fungica. A enzima ATPase mantém a homeostase celular, a
estabilidade osmotica e atua o processo de respiracdo celular, regulando as concentracdes de
ions no interior da célula (TATSADJIEU et al., 2009; ZHANG et al., 2010). Portanto, o
ergosterol € essencial para homeostase na célula fungica, onde perturbacbes em sua
biossintese pode configurar perda de estabilidade osmética do fungo (ZHANG e RAO, 2010).

A atividade antifingica dos Oleos essenciais também pode inibir a atividade do
transportador de membrana H*-ATPase, que desempenha um papel importante na fisiologia
da célula fangica ao gerar um gradiente eletroquimicos de protons através da membrana
celular, que energiza absorcao de nutrientes, além de regular o pH intracelular e o crescimento
de células fungicas (AHMAD et al., 2013).

3.2.4 Citral
Citral (3,7-dimetil-2-6-octadienal) é o nome dado a uma mistura de dois isdmeros

geométricos: geranial (trans-citral, citral A) e neral (cis-citral, citral B) e ocorre naturalmente

em muitos Oleos essenciais de frutos citricos, ervas e especiarias como o0 capim-liméo



33

(Cymbopogon citratus — Figura 7), lipia (Lippia alba), capim-limédo-brasileiro (Elionurus
latiflorus) e alfazema-do-brasil (Aloysia gratissima) (FRIEDMAN et al., 2004).

Figura 7: Capim-limdo (Cymbopogon citratus).
Fonte: UFSC (2020).

O geranial tem um forte odor, enquanto o neral tem um odor mais doce e menos
intenso. Devido ao seu aroma caracteristico de limdo, o citral tornou-se uma substancia
aromatizante de grande importancia e uma matéria-prima muito utilizada para as industrias
farmacéutica, alimenticia, de perfumaria e cosmética (MARQUES et al., 2013).

O citral, como agente antifingico, atua na permeabilizagdo da parede celular e
membrana. Apés entrar na célula do microrganismo, o citral influencia a expressdo de genes
do DNA do nucleo, causa agregacdo ndo-funcional de macromoléculas, altera os processos de
respiracdo celular e metabolismo energético, levando a desordem metabdlica da célula
fangica, & perda de funcdes até a morte da célula. (JIANG; LUO et al., 2005). Além disso, 0
citral pode agir na oxidacdo lipidica das membranas celulares, na acumulacdo excessiva de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), o que pode causar danos oxidativos a componentes
celulares e pode danificar a morfologia celular dos fungos e prejudicar o funcionamento das
mitocondrias (ZHENG et al., 2015; WANG et al., 2018).
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Os efeitos do citral contra A. flavus sdo bem descritos na literatura. Os efeitos na
funcdo fisioldgica da célula fungica compreendem danificacdo a estrutura da parede celular e
da membrana, levando a perda das fungdes. O citral interfere também na producéo de esporos,
diminuicdo na atividade da malato desidrogenase e succinato desidrogenase, diminui¢do na
atividade [Na*,K']-ATPase pela membrana celular e diminuicdo da taxa de consumo de
proteinas e agucar (LUO et al., 2004; XIE et al., 2004; JIANG e LUO, 2005; LOPEZ-MALO
et al., 2005; LIANG et al., 2015; TANG et al., 2018).

O citral tem mostrado melhor eficiéncia contra A. flavus quando comparado a
utilizacdo de seus compostos separados, como, por exemplo comparado ao geranial (TANG et
al., 2018), o que pode induzir ao entendimento de que 0s compostos do citral (neral e
geranial) podem atuar em sinergismo. Os componentes do citral também podem diminuir a
producdo de aflatoxinas de fungos (WANG et al., 2019).

3.3 METODO SEMIEMPIRICO

Os Métodos semiempiricos utilizam parametros cujos valores sdo adequados aos
dados experimentais ou aos resultados dos calculos mais sofisticados, sem tornar seus
resultados muito discrepantes quando relacionados aos obtidos experimentalmente (ATKINS
e FRIEDMAN, 2011).

Os célculos semiempiricos demandam computacionalmente muito menos que 0s
calculos ab initio, pelo fato da reducdo de integrais que devem ser calculadas, desta forma, o
tratamento de sistemas moleculares contendo uma grande quantidade de &tomos.

Sdo encontrados véarios métodos para parametrizacdo como exemplo, o AM1
(DEWAR, 1985), PM6 (STEWART, 1989) e RM1 (ROCHA et al., 2006), dentre outros.

Esses métodos diferem-se principalmente, na quantidade e na qualidade de parametros
desenvolvidos para elementos da tabela periodica presentes em diversos sistemas, sendo
capaz de reproduzir uma variedade de dados experimentais como geometrias de equilibrio,
calores de formacdo, momentos de dipolo e energias de ionizagéo.

O método AML ¢ oriundo de uma alteracdo do método MNDO (Modified Neglect of
Diatomic Overlap), gerando assim, novos parametros.

O metodo AML esta parametrizado para 32 elementos da Tabela Periodica (incluindo

a maioria dos alcalinos, alcalinos terrosos, e dos grupos 13-17, além do Zn e Hg).
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3.4 O METODO TFD

A modelagem molecular esta focada na aplicacdo das leis fundamentais da fisica e
quimica para o estudo de moléculas. O objetivo final é criar modelos e simulagdes, que
podem ajudar a prever, racionalizar e estimar as propriedades das moléculas e suas interagdes.
O desenvolvimento de hardwares e algoritmos mais eficientes e as técnicas computacionais
realizadas por computadores poderosos revolucionaram a modelagem molecular.

Os calculos semiempiricos, como o nome indica, sdo baseados em alguns calculos
empiricos do campo de forca, baseados nos elétrons de valéncia e orbitais moleculares e em
alguns conjuntos de dados parametrizados. E baseado na equacdo de Schrodinger (1), utilizam
um hamiltoniano mais simples que o molecular correto (H) no entanto, mais aproximagoes
séo realizadas para resolvé-lo, e as integrais muito complicadas que devem ser calculados no

método ab initio ndo sdo realmente avaliados em métodos semiempiricos.

HY = E¥ (1) (Equacdo 01)

Sendo:
H: Operador hamiltoniano
¥: Funcdo de onda

E: Energia Total

Os célculos baseiam-se em uma espécie de biblioteca de integrais compilada para
encontrar o melhor ajuste de alguma entidade calculada, como geometria, energia e calor de
formacéo aos valores experimentais.

O método semiempirico AM1 foi desenvolvido por Dewar et al. (1985) e foi
parametrizado para compostos contendo H, B, Al, C, Si, Ge, Sn, N, P, O, S, F, Cl, Br, I, Zn e
Hg usando 100 compostos modelo.

Uma metodologia de modelagem molecular que tem tido bastante sucesso é a Teoria
do Funcional da Densidade (TFD) devido ao seu custo computacional, além de trabalhar com
um elevado numero de atomos. Formulada por Hohenberg, Kohn e Sham (1990) é uma
metodologia alternativa ao método de HF de obter energia eletronica de um sistema atémico
ou molecular. Ela se baseia em descrever os elétrons interagentes do sistema, sujeito a um

potencial externo, por meio da densidade eletrdnica.
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O sucesso por tras desta teoria estd na correlacdo de troca funcional, que utiliza a
densidade eletrénica para descrever intrinsecamente o efeito de muitos corpos com o
formalismo de uma Unica particula (COHEN et al., 2012). Em outras palavras, a densidade,
uma observavel 3D, é utilizada para descrever a complicada fisica por de tras das interacfes
entre os elétrons, e, portanto, determinar exatamente tudo sobre o sistema. Ou seja, sistemas
onde a funcdo de onda teria dificuldades enormes de calcular as interaces, podem ser
facilmente calculados utilizando TFD (COHEN et al.,, 2012). Assim, devido a elevada
precisdo dos resultados eletrénicos calculados utilizando TFD, além da baixa sobrecarga
computacional, houve a difusdo deste método, fazendo com que ele se tornasse um dos mais
populares métodos computacionais utilizados (KADUK et al., 2012).

A maior fonte de erro em TFD estd na natureza aproximada da energia de troca e de
correlagdo. E importante destacar que ndo ha um funcional de correlacio-troca que seja ideal
para se calcular todas as propriedades moleculares, fazendo-se necessario realizar diferentes
estudos para se escolher o melhor funcional para o sistema molecular e propriedade de
interesse.

Por isso, numerosos esquemas tém sido desenvolvidos para obter formas aproximadas
do funcional para esta energia, sendo que atualmente ainda h& esfor¢os na busca por
funcionais mais precisos para aplicacdo em areas especificas (ATKINS e PAULA, 2006).

E importante esclarecer que ndo existe um melhor método. Tudo dependera do sistema
a ser analisado, o tipo de recursos de computador ou equipamento disponivel, e a precisdo

necessaria, de modo gque cada método tem suas vantagens e desvantagens.

3.4.1 Meétodo de Solvatacdo Implicita

Nos modelos continuos de solvatacdo, o solvente é representado implicitamente por
um continuo infinito, definido por propriedades macroscopicas caracteristicas do meio. Desta
forma, ndo ha estrutura do solvente definida (YU e KARPLUS, 1988).

O modelo continuo de solvatagdo mais popular ¢ o PCM (“Polarizable Continuum
Model”) ou modelo do continuo polarizavel desenvolvido no grupo de Jacopo Tomasi (1981)
no inicio da década de 80, ele descreve o soluto de forma quantica, no qual se determina por
diferenciacdo numérica o potencial da superficie, enquanto que, de forma auto consistente, se
integra o solvente junto com o potencial da superficie. Assim, o soluto € representado por uma
distribuicdo de cargas (calculada quanto-mecanicamente) e o solvente continua representado

por um dielétrico continuo.
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A distribuicdo de cargas do soluto polariza o dielétrico ao seu redor e induz novas
cargas aparentes sobre a superficie da cavidade que envolve o soluto. Essas cargas induzidas
geram o campo de reacdo que é introduzido no hamiltoniano molecular do soluto como uma
perturbacdo. A diversificacdo deste modelo com varias modificagdes ao longo dos anos, fez
com que ele se tornasse conhecido como PCMs, no plural. Estes modelos contemplam, além
dos efeitos eletrostaticos, as contribuicdes de cavitacdo, dispersdo e repulsdo. Além disso,
permitem a criacdo de cavidades mais flexiveis a simetria da molécula o que aumenta a
aplicabilidade destes meétodos. Existem outros métodos de solvatacdo implicita, se
diferenciam pela criacdo da cavidade e pela descri¢cdo do potencial eletrostatico de interacéo
soluto-solvente.

O modelo CPCM é utilizado para melhorar a energia livre de solvatacdo e a geometria

das moléculas envolvidas em mecanismos de reacdes e interacbes quimicas.



38

4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratorios de Biotecnologia, de Pds-
Colheita e Processamento de Produtos Agricola e de Quimica Teorica, na Escola de
Engenharia Industrial Metalirgica de Volta Redonda, campus da Universidade Federal

Fluminense.

4.1 CALCULOS TEORICOS

Os célculos tetricos foram realizados com estratégias para a reducdo do custo
computacional. As moléculas foram otimizadas com o método semiempirico AM1 (Austin
Model 1), e em seguida submetida a célculos “Single Point” com o método TFD
(HOHENBERG, KOHN e SHAM, 1990), com a finalidade de obter as energias de interacéo
do complexo.

As estruturas iniciais foram obtidas através do desenho das moléculas utilizando a
interface grafica do programa Gaussview® 5.0 (Figura 8). Os calculos teoricos foram

realizados utilizando o programa Gaussian® 09w.

Figura 8: Estrutura geranial (a); neral (b) e ergosterol (c)
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Todas as moléculas foram otimizadas com o método semiempirico AML1 e
posteriormente realizado calculos com o método TFD nas estruturas ja otimizadas. De posse
dos valores de energias obtidas atraves do célculo TFD, foi calculada a energia de interacdo
entre os compostos neral e geranial com o ergosterol, a partir da Equacéo 02:

Eint = Ecomplexo - (Ecitral + Eergosterol) (Equa(;éo 02)

Sendo:
Ecomplexo - €nergia total do conjunto ergosterol+citral (neral e/ou geranial);
Ecitral - €nergia total do neral ou geranial isolado;

Eergosterol - €nergia total do ergosterol isolado.

4.2 INIBICAO DA ACIDIFICACAO ESTIMULADA POR GLICOSE

O experimento foi conduzido conforme metodologia de Mello et al. (2011) com
algumas modificacOes. Para avaliar a interferéncia do citral no metabolismo do A. flavus, foi
analisada a extrusdo de H* das células flngicas com estimulo de glicose ao meio.

Os fungos (1 x 10° esporos/mL) foram incubados em frascos com 50 mL de meio de
cultura Caldo Batata Dextrose (CBD) por 14 dias com agitacdo (150 rpm) a 28°C. Para 0
ensaio de inibi¢do da acidificacdo, o citral (Sigma-Aldrich — 99% de pureza) foi adicionado
nas concentragdes de 0,00 (controle); 0,04; 0,08; 0,16 pL/mL dissolvido em Tween 80 a 0,1%
para periodos de pré-incubacdo de 30 minutos, 1 e 2 horas a 28°C. Apds cada periodo de pré-
incubacdo, foram adicionados 10 mL de solucdo de 0,5 M glicose e os niveis de pH foram
medidos a cada minuto, durante 30 minutos. Todos os testes foram realizados em triplicata. A
concentracdo de extrusdao de H* foi calculada a partir da Equacdo 03, onde “ApH” é a
diferenca entre o pH inicial (T = 0) e final (T = 30).

ApH = pH30 — pHO (Equacéo 03)

Sendo:

ApH: A concentragdo de extrusdo de H"
pHO: pH obtidono T=0

pH30: pH obtidono T = 30
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Os resultados sdo apresentados em porcentagem (%) assumindo que os valores
obtidos no controle correspondem a 100% de acidificagéo.

4.3 ENSAIO DE INIBICAO DA GERMINACAO DE ESPOROS

A fim de se avaliar o efeito de diferentes concentragcOes de citral sobre a germinacéo
de esporos do fungo A. flavus, foi conduzido um ensaio de acordo com os métodos utilizados
por Tian et al. (2012b) com modificacdes. Para verificar o efeito de citral na germinacéo de
esporos, foram preparadas solu¢es de meio de cultura CBD contendo as concentragdes do
citral (Sigma-Aldrich — 99% de pureza) nas concentragdes 0,00; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32 e
0,64 puL/mL dissolvido em Tween 80 a 0,1% e a suspenséo de esporos (1 x 10° esporos/mL)
em trés repeticdes. Para este experimento foram adicionadas duas concentracdes (0,32 e 0,64
puL/mL) a mais do que o testado no item 4.2 a fim de se obter resultados mais significativos
quanto a eficécia do citral.

A suspensdo de esporos utilizada foi obtida a partir da adicdo de 10 mL de agua
destilada esterilizada a placa de Petri contendo a col6nia fungica de A. flavus crescida por 15
dias, liberando-se 0s esporos para a &gua com o auxilio de uma alca de Drigalski. A suspensdo
de esporos foi filtrada em uma camada dupla gaze e sua concentragdo determinada com
auxilio de Céamara de Neubauer e microscépio 6tico. As solugbes foram mantidas em
incubadora B.O.D para verificacdo da performance do composto em trés periodos (24, 48 e 72
h) a 28°C. Destas solugbes, aliquotas de 20 pL foram pipetadas para observacdo em
microscopio ao final de cada periodo de incubacdo. Ao microscopio dptico, foi realizada a
contagem total de esporos germinados e comparados ao controle para se determinar a
porcentagem (%) de inibicdo da germinacdo de esporos em cada concentracdo de citral e

repeticdo analisada, conforme Equacéo 04 a seguir:
(%) Ecerminados = (Ecerminados = ETotar) x 100 (Equagéo 04)
Sendo:
EGerminados - NUMero de esporos contados como germinados;

Etotal - NUMero total de esporos germinados no controle.

Como esporo germinado, foi considerado o esporo que apresentou a emergéncia de
tubo germinativo (TIAN et al., 2012b).
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4.4 QUANTIFICACAO DE ERGOSTEROL

O experimento foi conduzido conforme Alves et al. (2017), com modificagdes. O
fungo A. flavus foi cultivado em meio de cultura CBD (28 °C por 24, 48 e 72 horas) contendo
citral (Sigma-Aldrich — 99% de pureza) nas concentraces de 0,00 (controle); 0,04; 0,08;
0,16; 0,32; 0,64 pL/mL dissolvido em Tween 80 a 0,1%. Para este experimento foram
adicionadas duas concentragdes (0,32 e 0,64 pL/mL) a mais do que o testado no item 4.2 a
fim de se obter resultados mais significativos quanto a eficacia do citral. Depois da incubacéo,
o micélio foi filtrado com o auxilio de papel filtro (0,05 mm) e lavado duas vezes com agua
destilada estéril. Para a extracdo dos lipideos, 3 mL de uma solucéo alcodlica de hidréxido de
potéssio (25%) foram adicionadas a cada massa celular e agitadas em vértex (modelo QL-
901) por 1 minuto.

Os tubos foram incubados a 85°C por 1 h em banho-maria e resfriados em
temperatura ambiente. Apds, uma mistura de 1 mL de &gua destilada estéril e 3 mL de
n-heptano foram adicionadas em cada tubo, seguido de agitagdo em vortex por 3 minutos. O
sobrenadante foi removido e a leitura realizada em espectrofotdbmetro nos comprimentos de
onda de 282 e 230 nm. A absorcdo de ergosterol foi o resultado da subtracdo da absorcao
obtida a 282 nm e 232 nm, tendo em vista que & 282nm sdo realizadas leituras para ergosterol
e 24 (28) desidroergosterol, enquanto a 232nm apenas a absor¢do do desidroergosterol é
obtida. Os resultados foram expressos como porcentagem de ergosterol em compara¢do com o
controle de crescimento e representam as médias de cinco repeti¢cdes, conforme Equacdo 05

abaixo:

(E282—-E232) x 100
(EZSzcontrole_E23zcontrole)

(%) Ergosterol = (Equacéo 05)

Sendo:
E282: Absorcao obtida a 282nm
E232: Absorcdo obtida a 232nm
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis qualitativas foram analisadas estatisticamente por Andlise de Variancia
e Teste de Médias. Para as varidveis quantitativas, foi realizada Analise de Variancia,

Correlagéo e Regresséo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1 MODELAGEM MOLECULAR

5.1.1 Parametros Estruturais

Nesta etapa foram realizados os calculos de minimizacdo de energia e obtencéo de
parametros geometricos das moléculas de geranial, neral e ergosterol em fases gasosa e
aquosa obtidos através do método semiempirico AM1. Apos a otimizacdo as moléculas foram
submetidas a calculo ‘Single Point’ com 0 método TFD, utilizando o funcional WB97XD e a
base 6-311g(d,p) para obtencdo das energias e comparacdo dos parametros estruturais
calculados com método AML1.

Os parametros geométricos mais importantes das estruturas obtidos ap6s os célculos
de otimizacdo em fase aquosa sdo apresentados nas Tabelas 1 (geranial), 2 (neral) e 3
(ergosterol), visto que os parametros estruturais ndo foram alterados por influéncia do meio

(gas ou agua).

Tabela 1: Parametros estruturais calculados em fase aquosa do geranial com o método AML1.

Solvente H.O

Ligacdo (A) AML
01-C11 1,239
C11-C8 1,460
C8-C4 1,346
C4-C7 1,484
C4-C2 1,491
C2-C3 1,519
C3-C5 1,481
C5-C6 1,343
C6-C9 1,483
Angulo

01-C11-C8 122,43

C11-C8-C4 124,60

C8-C4-C7 124,16



C8-C4-C2 120,83

C7-C4-C2 115,01
C4-C2-C3 111,30
C3-C5-C6 123,16
C5-C6-C10 122,19
C5-C6-C9 121,78
Diedro
C11-C8-C4-C2 179,12

Tabela 2: Parametros estruturais calculados em fase aquosa do neral com o método AML.

Solvente H,O

Ligacdo (A) AML
01-C11 1,239
C11-C8 1,460

C8-C4 1,346
C4-C7 1,484
C4-C2 1,491
C2-C3 1,519
C3-C5 1,481
C5-C6 1,343
C6-C9 1,483
Angulo (°)
01-C11-C8 122,43
C11-C8-C4 124,60
C8-C4-C7 124,16
C8-C4-C2 120,83
C7-C4-C2 115,01
C4-C2-C3 111,30
C3-C5-C6 123,16
C5-C6-C10 122,19
C5-C6-C9 121,78

Diedro (°)
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C11-C8-C4-C2 -0,670

Tabela 3: Parametros estruturais calculados em fase aquosa do ergosterol com métodos AML.

Solvente H,O

Ligacdo (A) AML
01-C21 1,425
C21-C20 1,522
C6-C2 1,520
C2-C3 1,550
C11-C6 1,519
Cl1e6-C7 1,345
C7-C5 1,502
C23-C24 1,335
C10-C8 1,530
C26-C28 1,515
Angulo (°)
01-C21-C20 111,26
01-C21-C19 106,44
C21-C20-C15 109,95
C15-C9-C17 109,19
Cl16-C18-C14 121,73
C2-C3-C7 112,47
C8-C3-C2 104,09
C13-C23-C24 123,42
C24-C25-C26 110,21
C25-C26-C29 111,29
Diedro (°)
01-C21-C20-C15 176,68
C5-C7-C3-C2 53,62

Os resultados listados nas Tabelas 1, 2 e 3 foram comparados com a tabela de
comprimentos médios de ligacdo para ligagdes simples, duplas e triplas apresentando uma boa

correlacdo (BROWN et al., 2005). A principal observacéo estd em relagdo ao angulo diedro
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das estruturas do neral e geranial, o que leva aos dois isdbmeros. Onde o trans-isdmero é

conhecido por geranial ou citral A e o cis-isdmero € conhecido como neral ou citral B.

5.2 ANALISE DOS ORBITAIS DE FRONTEIRA GERANIAL E NERAL

A energia dos orbitais de fronteira, que envolvem o orbital molecular ocupado de
maior energia - HOMO, do inglés Highest Occupied Molecular Orbital, e o orbital molecular
desocupado de menor energia - LUMO, do inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital, séo
descritores quimico-quanticos bastante utilizados que apresentam um papel importante nas
reacOes quimicas e na formacdo de diversos complexos de transferéncia de cargas.

A andlise dos orbitais moleculares permite estimar a reatividade relativa entre
conférmeros. A estabilidade molecular pode ser indicada pela diferenca de energia HOMO-
LUMO, que representa a diferenca entre as energias desses orbitais. Alto valor desta diferenca
indica alta estabilidade da molécula, no sentido de baixa reatividade nas reagfes quimicas,
enguanto moléculas com baixo valor sdo geralmente mais reativas.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados dos calculos para as energias do Exowmo,
ELumo, e a diferenca de energia HOMO-LUMO (AE) para o geranial e neral em fase gas e
com solvente agua. E relatado na literatura que os orbitais moleculares HOMO e LUMO s&o
descritores de reatividade global que exercem importante papel nas rea¢fes quimicas no que
se refere a transferéncia de cargas. Assim, uma energia elevada do HOMO acarretara a
capacidade de doar elétrons, e quanto menor a energia do LUMO menor sera o impedimento
para aceitar elétrons (FLEMING, 1976; GALEMBECK e CARAMORI, 2003).

Tabela 4: Energia dos orbitais de fronteira para o geranial e neral com WB97XD/6-
311g(d.p).

geranial neral
Parametros i} §
Gas Agua Gas Agua
HOMO (eV) -6,42 -6,31 -6,50 -6,34
LUMO (eV) -1,80 -1,86 -1,72 -1,81
AE 4,62 4,45 4,77 4,43

Energia Total (hartree) -466,0002 -465,8546  -466,0041  -465,8552
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Analisando a Tabela 4 observa-se que a energia do HOMO do neral é 0,08 eV
(50 Kcal/mol) mais estavel que o geranial em fase gas. Em fase aquosa essa diferenca diminui
para 0,03 eV (18,82 Kcal/mol).

Outra observacdo importante € que a agua estabiliza as energias das moléculas de
geranial e neral.

A diferenca de energia HOMO-LUMO em fase aquosa permite atribuir o neral como
sendo a molécula mais reativa, pois apresenta um valor mais baixo.

Em relacdo ao LUMO sabe-se que quanto menor a energia do LUMO menor serd o
impedimento para aceitar elétron, novamente os dados demonstram ndo haver diferenca
significativa nas energias.

Nas Figuras 9 e 10 séo apresentados os orbitais moleculares HOMO e o LUMO para as
moléculas do geranial e neral em fase gas e com solvente agua calculados com o funcional
WB97XD e a base 6-311g(d,p).

Figura 10: Orbitais moleculares LUMO para geranial (a) e neral (b) em fase gasosa.

Nas Figuras 11 e 12 sdo apresentados os orbitais moleculares HOMO e o LUMO para

as moléculas de geranial e neral em fase aquosa.
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(a) (b)

Figura 12: Orbitais moleculares LUMO para geranial (a) e neral (b) em fase aquosa.

Analisando as Figuras 9(a), 10(a) e 11(a), 12(a), observa-se que estas moléculas
também apresentam 0 HOMO com carater & ligante entre os atomos de carbono. Pode-se
observar que a principal contribuicdo no HOMO do atomo de oxigénio é o orbital p para
ambas as moléculas de citral, enquanto o LUMO apresenta carater n antiligante. Outra
observacdo importante € que o grupo CHs para ambas as moléculas ndo contribuem na
formagéo do LUMO.

Ao analisar o HOMO para as duas moléculas geranial e neral, pode-se observar que
os globulos estdo distribuidos na regido de cadeia carbbnica, o que facilitaria os ataques
nucleofilicos com quantidade minima de energia necessaria para reagir com os elétrons nesta
regido.

Na Figura 13 é apresentado o MEP (Mapa de Potencial Eletrostatico) das moléculas de
geranial e neral apenas em fase aquosa, visto que 0s processos ocorrem em solugéo, utilizando
0 método TFD com o funcional WB97XD e a base 6-311g(d,p)
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(a) (b)

Figura 13: Mapa de Potencial Eletrostatico das moléculas de geranial (a) e neral (b).
Analisando a Figura 13 pode-se observar que as regides onde se encontram 0s atomos

de oxigénio sdo as regides ricas em elétrons, desta forma, entende-se que esta regido seré o

possivel local de interagdo com outras moléculas.

5.3 ENERGIA DE INTERACAO

Na Figura 14 ¢é apresentado o modo de interacdo entre o ergosterol com o neral (a) e 0

geranial (b) em fase aquosa.

(@)
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(b)

Figura 14: Estruturas otimizadas dos complexos com wh97xd/6-311g(d,p) em fase aquosa.

As distancias calculadas do atomo de oxigénio (O) do neral e geranial para a hidroxila
(OH) do ergosterol foi de 2,14 A em ambos os complexos.
A Tabela 5 apresenta as energias de absolutas para o ergosterol, neral, geranial e 0s

seus respectivos complexos.

Tabela 5: Energias absolutas ergosterol, neral, geranial e complexos com wb97xd/6-
311g(d.p).

Sistemas Energia absoluta
ergosterol -1168,9446
neral -465,8552
geranial -465,8546
ergosterol+neral -1634,7998
ergosterol+geranial -1634,7992

A partir dos dados da Tabela 5 foi possivel calcular a energia de interacdo. A energia
de interacdo para o complexo ergosterol com neral é -0,172 hartree, enquanto para o
complexo ergosterol com geranial é de -0,170 hartree. Para melhor comparacédo estes valores
foram convertidos em kcal/mol, assim o complexo ergosterol com neral apresenta um valor de
107,93 Kcal/mol, por outro lado o complexo de ergosterol com geranial o valor de 106,68
Kcal/mol. Desta forma, conclui-se que o complexo do ergosterol com neral é ligeiramente
mais estavel que o complexo com geranial.

Para verificar a eficécia, in vitro, do citral contra A. flavus foram executados os
seguintes métodos: avaliagdo da inibicdo da acidificacdo do meio estimulada por glicose para
verificacdo de possiveis danos a membrana plasmatica, avaliacdo da inibi¢cdo da germinacgéo

de esporos e avaliagcdo da inibi¢do da biossintese do ergosterol.
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5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE DO CITRAL NA INIBICAO DA ACIDIFICACAO
DO FUNGO A. flavus ESTIMULADA POR GLICOSE

Foi monitorada a acidificacdo do meio estimulado por glicose, em trés periodos de
pré-incubacdo (30 min, 1 e 2 h), onde o fungo foi incubado com diferentes concentragdes de
citral para avaliar sua eficacia na inibicdo da acidificacdo do meio por A. flavus, com adigéo

de glicose como estimulo (Figura 15).
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90 - T 89,13
80 L o | 1 75L72
| @
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9 60 r
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= 0,04 pliml
5 40 | 2521 !
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10 + 18,86 1.84 470
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Figura 15. Efeito das diferentes concentracfes do citral na acidificacdo do meio pelo fungo
quando estimulado por glicose apds incubacéo.

Conforme Figura 15, observa-se que ha acentuada acidificacdo do meio quando o
fungo foi incubado sem o citral (controle) e na concentracdo de 0,04 pL/mL quando
comparado com as concentracdes de 0,08 e 0,16 uL/mL. Portanto, as concentracdes mais altas
de citral utilizadas neste estudo se mostraram mais eficazes na inibicdo da acidificacdo do
meio, pelo fungo, estimulada por glicose.

A Tabela 6 ilustra o resumo da andlise de variancia do efeito do citral e do tempo de

incubacéo na inibicdo da acidificacdo do meio estimulada por glicose do fungo A. flavus.
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Tabela 6: Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito do citral, durante o
periodo de incubacdo, sobre a quantidade a (%) de acidificacdo do meio produzida pelo fungo
A. flavus

Fonte de variacéo GL QM P>0,05
Concentracoes citral (C) 3 20428.853610 *
Tempo de incubacao (t) 2 331.442269 *

Dxt 6 193.704221 *
Erro 24 47.197900
Total 35

CV =13,74%

*Significativo a 5% de significancia teste F.

A Tabela 6 ilustra que houve efeito significativo para as diferentes concentracdes de
citral, para o tempo de incubacdo, assim como para a interacdo (C x t), indicando que a
inibicdo da acidificacdo do meio estimulada por glicose em A. flavus por citral, depende da
interacdo entre a concentracdo do composto e o tempo de incubagdo. A avaliacdo do
comportamento do controle da acidificacdo do meio estimulada por glicose dentro de cada
fator esta apresentada na Tabela 7.

Foi observado ao longo da exposicdo dos resultados que, em todas as analises obtidas,
o valor CV variou de 13,74 a 17,26%. Pimentel-Gomes (1985) classificou os CV como
baixos, quando inferiores a 10%; médios de 10 - 20%; altos de 20 - 30% e muito altos quando
superiores a 30%. Contudo, esta classificacdo € bastante abrangente e ndo leva em
consideracdo as particularidades de cada fator estudado e a sua natureza.

A Tabela 7 indica a porcentagem média de acidificacdo do meio nos periodos de

incubacdo de 30 minutos, 1 e 2 horas, calculada conforme a Equacéao 03.
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Tabela 7: Porcentagem média (%) de acidificagdo do meio por periodo de incubagéo.

Concentracoes Tempo de incubacao
(uL/mL) 30 min 1h 2h
0,00 100aA 100aA 100aA
0,04 79,45bA 89,13aA 75,72bA
0,08 25,21cA 1,84bB 2,73cB
0,16 18,86CA 2,17bB 4,70cB

*|etras iguais, minGsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, ndo se diferem estatisticamente entre si, pelo
Teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

Os resultados da Tabela 7 mostraram que o citral reduz a acidificagdo do meio
extracelular de A. flavus induzida por glicose de maneira dependente do tempo e da
concentracdo. Observou-se que ja na concentracao 0,04 uL/mL houve reducéo da acidificacédo
em relacdo ao controle desde o primeiro periodo. Quando consideradas as concentragdes 0,08
e 0,16 pl/ml, fica evidenciado que houve acentuada inibicdo da acidificacdo do meio, que é
intensificada a partir de 1 hora de incubacdo com diferenca significativa entre os valores
obtidos, sugerindo gue a eficacia destas concentracGes é dependente do tempo.

Helal et al. (2007) indicaram que o Oleo essencial de capim-limdo (Cymbopogon
citratus), cujo principal constituinte é o citral (68,4%), possui acdo antifungica contra A.
flavus atuando na danificacdo da membrana das células fangicas. Os autores incubaram o
fungo por 12 h com uma concentracdo 1,0 uL/mL do éleo essencial comparando com um
controle, e indicaram que o Gleo essencial provoca distirbio da membrana plasmatica. Este
efeito perturba o equilibrio osmoético da célula, levando eventualmente a inibicdo do
crescimento celular.

Tian et al. (2012a) evidenciaram a susceptibilidade do A. flavus ao 6leo essencial de
endro (Anethum graveolens), sem detalhar os componentes do Oleo, para a inibicdo da
acidificacdo do meio induzida por glicose, indicando que a acdo do antifungico € dependente
da concentragdo do 6leo assim como do tempo de incubagdo. Os efeitos antagonistas foram
observados nas concentragdes 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 puL/mL a partir de dez minutos de
incubacdo. Em comparacdo, o presente estudo necessitou da utilizacdo de concentragdes
menores de citral para se observar tais efeitos antifangicos (0,08 e 0,16 pL/mL).

Bhatia et al. (2012) testaram a eficAcia de componentes de Oleos essenciais, 0
isoeugenol e o o-methoxicinamaldeido, contra Candida albicans para a inibicdo da

acidificacdo do meio induzida por glicose, obtendo niveis de inibicdo de 70,40 e 42,54%,
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respectivamente apds periodo de incubacdo de 24 h. Os autores indicam que 0s principais
mecanismos de acdo estdo associados a inibicdo da atividade de bombeamento de protons
mediada por H"-ATPase e ruptura da membrana plasmatica. No presente estudo, ap6s 1 h de
incubacdo, obteviveram-se niveis acima de 90% de inibicdo da acidificacdo para as
concentragdes 0,08 e 0,16 pL/mL.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que o citral € um antifungico para A. flavus e
seu possivel mecanismo de acdo pode incluir a inibicdo da enzima H*-ATPase e a danificacdo
da membrana plasmatica, sendo dependente da concentracdo e tempo de exposicao do fungo

a0 composto.

55 AVALIACAO EXPERIMENTAL DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO CITRAL
SOBRE A GERMINACAO DE ESPOROS DO FUNGO A. flavus

Os fungos filamentosos se reproduzem através de esporos, dos quais crescem na forma
de filamentos multicelulares chamados hifas. A rede interconectada de hifas forma o micélio e
suporta o conididforo fértil que contém os esporos que podem ser propagados (MANSO et al.,
2013). Terpenos como o citral séo compostos antimicrobianos ativos de 6leos essenciais e tem
a membrana plasmatica do fungo como um dos principais alvos. Para Aspergillus, é
evidenciado que o citral atua na inibicdo da germinacdo e na permeabilizacdo da membrana
dos esporos fungicos (TIAN et al., 2012a).

Uma vez que o citral se mostrou eficaz na inibicdo da acidificagdo do meio
extracelular estimulada por glicose, sendo um mecanismo que envolve a danificagdo da
membrana, procedeu-se para avaliacdo dos efeitos no desenvolvimento do fungo.

Na Figura 16 € ilustrado o efeito inibitério do citral na germinacdo de esporos do
fungo A. flavus, nas diferentes concentracfes testadas durante o periodo de incubacdo de 72

horas.
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Figura 16: Efeito de diferentes concentracdes de citral na germinagédo de esporos de A. flavus.

Pode-se observar por meio da Figura 16 que houve diferenca no nimero de esporos

germinados em todas as concentracOes testadas, o que evidencia a eficacia do citral no

controle desta etapa do desenvolvimento de A. flavus.

A Tabela 8 ilustra o resumo da analise de variancia do efeito do citral e do tempo de

incubacdo na germinacdo de esporos do fungo A. flavus.

Tabela 8: Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito do citral, durante o
periodo de incubacéo (dias) sobre a germinacédo de esporos do fungo A. flavus.

Fonte de variagdo GL QM P>0,05
Concentragoes citral (C) 5 7071.662963 *
Tempo de incubagéo (t) 2 1625.685185 *

Cxt 10 607.151852 *
Erro 36 7.537037
Total 53

CV =17,26%

*Significativo a 5% de significancia teste F.
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A Tabela 8 ilustra que houve efeito significativo para as diferentes concentragdes de
citral, para o tempo de incubagdo, assim como para a interagdo (C x t), indicando que a
inibicdo na germinacdo de esporos do fungo A. flavus com o citral, depende da interacdo entre
a concentracdo do citral e o tempo de incubacgdo. A avaliacdo do comportamento do controle

da germinacéo de esporos do fungo dentro de cada fator esta apresentada na Tabela 9.

Tabela 9: Porcentagem média de inibicdo, in vitro, da germinacdo de esporos do fungo

Aspergillus flavus para diferentes dosagens (uL/mL) de citral durante o periodo de incubacéo.

Concentrag0es citral Germinacao de esporos (%)
(uL/mL) 24 h 48 h 72 h
0,00 100,00aA 100,00aA 100,00aA
0,04 31,07bA 16,80bB 13,08bB
0,08 0,00cA 0,00cA 6,07cB
0,16 0,00cA 0,00cA 12,184bB
0,32 0,00cA 0,00cA 8,72bcB
0,64 0,00cA 0,00cA 0,00dA

*Letras iguais, mindsculas nas colunas e maidsculas nas linhas, ndo se diferem estatisticamente entre si, pelo
Teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

Os resultados apresentados na Tabela 9 demonstram que todas as concentracdes do
citral provocaram um determinado grau de inibicdo da germinacdo de esporos do A. flavus,
para a concentracdo 0,64 pL/mL n&o foram observados esporos germinados em nenhum dos
trés periodos avaliados, mostrando a eficacia do composto. Nas concentra¢des de 0,08, 0,16,
0,32 pL/mL nos periodos de 24 e 48 h a inibicdo foi completa (100%), com reducdo no
periodo de 72 h de incubacdo, no qual as trés concentracBes ainda apresentam alta
porcentagem de inibicdo. Observa-se ainda que para a concentracdo 0,04 pL/mL houve uma
reducdo na inibi¢cdo conforme o tempo de incubagdo aumentou.

Os resultados apresentaram variagdes, porém indicaram que a inibicdo da germinagédo
ocorre e depende da interacdo entre a concentragéo de citral aplicada e o tempo de incubagéo,
sendo vélido para futuros trabalhos, a aplicacdo de diferentes concentracdes e periodo para
avaliar com maior precisdo o comportamento da espécie fangica frente ao composto.

Comportamento similar foi observado no estudo realizado por Lopez-Malo et al.

(2005), no qual foi constatado que o citral atuou como agente antimicrobiano frente ao A.
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flavus, apontando que a maior concentracdo testada (1,5 pL/mL) foi mais eficaz para o
controle do crescimento micelial, retardando a germinagéo dos esporos.

A eficiéncia do citral em relacdo a inibicdo da germinacdo de esporos de fungos é
evidenciada em estudos no controle do A. flavus (LUO et al., 2004), onde os autores
utilizaram as concentracgdes 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 mg/mL para evidenciar os efeitos morfologicos
do citral no fungo, ilustrando ainda, que o citral danifica a estrutura da membrana, levando a
célula a perder funcdes vitais, e causava desordem metabdlica. A medida que a concentragio
de citral aumentava, as alteraces morfolégicas eram mais evidentes. O presente estudo
utilizou de concentra¢cBes menores, porém evidenciou também que estas podem inibir parcial
ou completamente a germinacao de esporos por um certo periodo.

Ramachandran et al. (2008) utilizaram o citral em concentracfes a 10 e 12% para
ilustrar a permeabilizacdo de esporos de Aspergillus niger. Os testes realizados para as duas
concentragfes preveniram a germinacao dos esporos do fungo, provocando também a
permeabilizacdo e alteracfes morfoldgicas nos esporos. Os testes foram realizados por 24 h e
vao de encontro com os resultados encontrados no presente estudo para as concentracoes 0,08,
0,16, 0,32 e 0,64 pL/mL apesar das concentracdes serem mais altas.

Portanto, verifica-se que os mecanismos de ac¢do do citral para inibicdo da germinagéo
de esporos envolvem a danificacdo e permeabilizacdo da membrana plasmatica, e alteraces

morfoldgicas que levam a disturbios metabdlicos no fungo.

5.6 AVALIACAO DA QUANTIFICACAO DE ERGOSTEROL

A avaliacdo da quantificacdo de ergosterol foi realizada com o intuito de verificar a
eficacia do citral na inibicdo da biossintese deste esterol por A. flavus. Na Figura 17 ¢
ilustrado o efeito do citral na producdo de ergosterol em diferentes concentragcdes apds 0s
periodos de incubacdo de 24, 48 e 72 horas.



58

100,00 100,00 100,00
100,00 - . .
I
90,00 - 82,72 L 100,00
T 94,57
80.00 1 . —e—0,00 pl/ml
70,00 | 0,04 pl/ml
S 60,00 | 1 0,08 pl/ml
2 5000 | 4176 44172 0,16 pl/ml
S 4000 | 32135 \ \ 0,32 pl/ml
- 2099 0,64 pl/ml
30,00 r 17,04 22,02, 1815 23,25 16
2000 | 14 5 I8,
15,84 —= ® £ 16,67
10,00 15,19
0,00 . . .
24 48 72

Tempo de Incubagao (h)

Figura 17: Efeitos do citral na produgdo de ergosterol de A. flavus apds os periodos de
incubacéo.

Na Figura 17 esta disposto que a medida que a concentracdo da concentracdo de citral
aumenta, maior a inibicdo da sintese de ergosterol por A. flavus. Enquanto que a menor
concentracdo utilizada (0,04 uL/mL) induziu pouca inibicdo da biossintese do ergosterol pelo
fungo, as concentragdes mais altas (0,32 e 0,64 pL/mL) utilizadas se mostraram mais
eficazes, atingindo niveis de inibigdo acima de 80%.

Hua et al. (2014) utilizaram o citral para verificar sua eficAcia na inibicdo da
biossintese do ergosterol por A. ochraceus. A completa inibicdo da producdo do esterol foi
obtida na concentracdo de 200 pg/mL, porém, em concentracdes menores (50 e 100 pg/mL)
foi observada apenas inibicdo parcial da biossintese de ergosterol. Como o estudo de Hua et
al. (2014) utilizou-se de concentragBes maiores, entende-se que a inibi¢cdo da biossintese do

ergosterol possa ser dependente da concentracao.
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A Tabela 10 ilustra o resumo da analise de variéncia do efeito do citral e do tempo de
incubagdo na quantidade de ergosterol sintetizada pelo fungo A. flavus.

Tabela 10: Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos do efeito do citral, durante o
periodo de incubacdo (horas), sobre a quantidade de ergosterol sintetizada pelo fungo A.
flavus

Fonte de variacéo GL QM P>0,05
Concentracéo citral (C) 5 0.609800 *
Tempo de incubacao 2 0.048259 *
Cxt 10 0.005413 *
Erro 70 0.001336
Total 87
CV =14,43%

*Significativo a 5% de significancia teste F.

A Tabela 10 ilustra que houve efeito significativo para as diferentes concentrac6es de
citral, para o tempo de incubagdo, assim como para a interagdo (C x t), indicando que a
inibicdo da biossintese do ergosterol do fungo A. flavus pelo citral, depende da interacdo entre
a concentracdo do citral e o tempo de incubacdo. A avaliagdo do comportamento da

quantificacdo de ergosterol do fungo dentro de cada fator esta apresentada na Tabela 11.

Tabela 11: Quantificacdo média de ergosterol encontrado no fungo Aspergillus flavus para
diferentes dosagens (uL/mL) de citral durante os diferentes periodos de incubacéo

Concentracdo citral Absorcao de ergosterol (nm)
(uL/mL) 24 h 48 h 72 h
0,00 0,4875aA 0,5280aA 0,5960aB
0,04 0,4020bA 0,5000aB 0,5950aC
0,08 0,1580cA 0,2520bB 0,2660bB
0,16 0,1020cdA 0,1160cA 0,1380cA
0,32 0,0820dA 0,0960cA 0,1000cA
0,64 0,0760dA 0,0820cA 0,0980cA

*Letras iguais, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, ndo se diferem estatisticamente entre si, pelo
Teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.
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As concentragdes mais altas testadas (0,32 e 0,64 pL/mL) se mostraram mais eficazes
no controle da biossintese de ergosterol por A. flavus durante todo o periodo de incubacdo. As
concentracgdes testadas de 0,08 e 0,16 puL/mL apresentaram eficacia nos testes realizados para
todos os periodos de incubacdo. A eficacia da concentracdo 0,04 uL/mL foi observada nas
primeiras 24 h de incubacéo, apds isso, os niveis de ergosterol se mantiveram similares ao
controle (0,00 pl/ml).

Tian et al. (2012b) quantificaram o conteudo de ergosterol de A. flavus quando
exposto ao oOleo essencial de Cinnamomum jensenianum, cuja composi¢do € formada por
monoterpenos e sesquiterpenos. As observagfes dos autores indicaram que o0 agente
antifungico pode induzir um prejuizo considerdvel na biossintese de ergosterol do fungo em
concentracdes que variaram de 0,25 a 2,0 uL/mL. As concentracdes que induziram reducéo na
biossintese do ergosterol sdo semelhantes as do presente estudo (0,16; 0,32 e 0,64 pL/mL).
Esses dados sugerem que a biossintese do ergosterol é um dos alvos de 6leos essenciais e seus
componentes contra o A. flavus.

O citral também possui eficAcia na reducdo da biossintese do ergosterol em
Penicillium digitatum (OUYANG et al., 2016), onde uma concentracdo de citral, metade de
sua Concentragdo Minima Inibitéria (1/2 CIM — 0,89 pg/mL) reduziu drasticamente a
producdo do esterol quando comparada a um controle. Os autores utilizaram de quatro
periodos de incubagdo e sugerem que a inibicdo da biossintese do ergosterol seja dependente
do tempo. No presente estudo, observa-se que a eficacia do citral nas concentra¢des 0,16; 0,32
e 0,64 pL/mL nao foram dependentes dos tempos de incubacéo.

Os resultados do presente estudo também corroboram com as observacfes de Pinto et
al. (2009), que observaram que os 6leos essenciais de cravo (0,32 pL/mL) e eugenol (0,32
puL/mL) prejudicaram consideravelmente a biossintese do ergosterol por Candida albicans em
concentragdes subinibitdrias.

Menezes et al. (2020) sugerem que o citral age ligando-se ao ergosterol da membrana
fangica e que o composto também destroi a permeabilidade e integridade da membrana do
Cladosporium oxysporum. Rajput e Karuppayil (2013) ilustram a eficiéncia do citral na
inibicdo da biossintese do ergosterol e indicam que o composto age na alteracdo do perfil do
ergosterol no fungo Candida albicans. O citral também foi responsavel por destruir a
permeabilidade da membrana e integridade do fungo comumente associado a contaminacao
pos-colheita Penicillium italicum, causando perdas significativas em lipidios totais no
conteddo de ergosterol (TAO et al., 2014). Leite et al. (2014) ilustram, in vitro, que a
complexacdo do citral com o ergosterol pode ocorrer, causando a abertura de poros na
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membrana do fungo e alterando a permeabilidade da célula. A interacdo do citral com o
ergosterol é evidenciada nos célculos tedricos do presente estudo, com a indicacdo dos

principais orbitais onde estas podem ocorrer.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os célculos realizados no presente estudo indicaram que dois isémeros que compdem
o citral possuem energia de interacdo com o ergosterol, sendo o neral o mais estavel. Os testes
realizados in vitro indicaram que o citral possui efeitos inibitorios sobre o fungo A. flavus,
conforme os trés experimentos performados.

A perturbacdo da membrana plasmatica alterou a capacidade de bombeamento de
prétons de dentro para fora da célula fungica e vice-versa, podendo ser visualizada por meio
da inibicdo da acidificacdo do meio estimulada por glicose. As concentragdes de 0,08 e 0,16
pL/mL foram as que obtiveram maior sucesso nos ensaios realizados.

A exposicao de esporos de A. flavus tendeu a causar inibicdo no crescimento fungico e
na germinacdo de seus esporos. As concentracdes testadas de 0,08, 0,16 e 0,32 puL/mL se
mostraram 100% eficazes nas primeiras 48 h de incubagéo, enquanto que para a concentragao
0,64 puL/mL ndo foi observada a germinacao de esporos em todo o periodo de incubacao.

O ensaio de quantificacdo de ergosterol evidenciou gque o citral promoveu certo degrau
de inibicdo da biossintese deste esterol pelo fungo, onde as concentra¢bes que obtiveram mais
sucesso neste mecanismo foram 0,32 e 0,64 pL/mL.

O citral se mostrou eficaz no controle do desenvolvimento de A. flavus e na promocao
de perturbacdes metabdlicas no fungo nos testes realizados in vitro apds periodos de
incubacdo de 24, 48 e 72 h. A utilizacdo de calculos teodricos pode facilitar a estruturacdo de
metodologias que possam ser assertivas na descricdo mais detalhada deste mecanismo de acéo

e no desenvolvimento futuro de novos antifingicos mais eficazes.
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8 APENDICES

APENDICE A — Tabela de comprimentos médios de ligacdo para algumas ligacbes
simples, duplas e triplas (BROWN et al., 2005).

Ligagio Comprimento de ligagio (A) Ligagio Comprimento de ligacio (A)
~C 154 = N—N 147
CweC 1L N ==N 124
Ce=( 1,20 N=N 110
—N 143 N-O 136
Ce=N 138 N=0 22
Cws=N 1,16
0O—-0 /
C—0 143 O0=0 121
Cw=0 123

C=0 113
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