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(57) Resumo: EXTRAGCAO OTIMIZADA DE
LIMONENO E SUA CARACTERIZAGCAO COMO
AGENTE ANTIFUNGICO FRENTE A
LEVEDURAS EMERGENTES A presente
patente aborda um método de extracdo
otimizada do limoneno a partir de casca de
laranja e sua posterior aplicacdo como
antifangico frente células planctdnicas e
biofilmes de leveduras clinicas emergentes. A
extracdo de base citrica foi obtida por vapor de
arraste através de destilagdo fracionada. A
determinacéo in vitro da concentracéo inibitdria
minima (CIM) do extrato contra linhagens
emergentes do género Candida (Condida gui!
liermondii, C. haemulonii, C. lusitaniae, C.
pelliculosa, C. famata e C. ciferri) foi realizada
com base no método de microdiluicdo em caldo
seguindo o Clinical Laboratory Standard
Institute-CL51. O rendimento da extra¢&o foi de
1-2 mL a cada 50-60g de casca. O limoneno
apresentou valores de CIM de 4- 16pg.ml-lfrente
células planctdnicas e biofilme. Os resultados
foram superiores aos antifungicos de referéncia
anfotericina B e fluconazol que apresentaram
concentrac¢des inibitérias maiores (>1b pg.mL-1
). Estes resultados permitem vislumbrar a
possibilidade de uma extrag(...)
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RELATORIO DESCRITIVO

EXTRACAO OTIMIZADA DE LIMONENO E SUA CARACTERIZAGAO COMO AGENTE
ANTIFUNGICO FRENTE A LEVEDURAS EMERGENTES

1. A presente patente aborda a extracao otimizada de limoneno e sua aplicagao
como agente antifungico.

2. Esta patente objetiva evidenciar que a extragdo de limoneno de base citrica, obtida
a partir de cascas de laranja, por vapor de arraste através de destilagdo fracionada
apresenta rendimento maior em relacdo ao método de extracdao convecional utilizando
destilador de Clevenger.

3. A materia-prima é posta sobre vidro de reldgio e 250 g sdo pesadas em uma
balanga para posterior tituragao com 500 mL de dgua destilada em liquidificador. O mosto
é inserido em um baldo de fundo redondo de 500 mL e serd aquecido com manta
regulada a temperatura de 150 °C, que ao atingir a temperatura de 90 °C, entrard em
ebulicdo e permitira evaporacdao da agua e arrastara as moléculas do D-Limoneno,
passando pelo primeiro condensador, resfriado a ar, cuja fungdo é condensar parte do
vapor de agua e em seguida passando pelo segundo condensador, resfriado com agua,
cuja fungdo é condensar o D-Limoneno e outra parte do vapor de agua. A fase
condensada sera composta de agua e dleo, os quais serdao separados por um suporte
universal e decantador devido a diferenga de densidade. Para produzir 10mL de éleo D-
Limoneno, utiliza-se 500g de casca de laranja.

4. Todos os procedimentos de extracao evidenciaram uma obtencdo em funil de
separagao de 1-2 mL de Limoneno a partir de 50-60g de cascas de laranja triturada, apds
destilagdo fracionada em duas colunas de separagao, sendo a primeira coluna
promovendo condensagdo a ar e a segunda a agua.

5. Esta patente objetiva ainda avaliar a atividade antifungica in vitro de limoneno
extraido a fim de comparar a sua eficiéncia em relagdo a anfotericina B e fluconazol,
determinando a concentragao inibitéria minima (CIM), contra espécies de leveduras

clinicas emergentes do género Candida.
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6. Estudos demonstraram que o método de extracdao obteve excelente rendimento e
que o limoneno extraido apresentou atividade fungicida contra isolados clinicos de
Candida, exibindo melhor perfil antifungico contra células plancténicas que biofilmes.

7. O potencial antifungico de Limoneno foi avaliado frente a isolados clinicos de
Candida pertencente as espécies de Candida guilliermondii, C. haemulonii, C. lusitaniae, C.
pelliculosa, C. famata e C. ciferri obtidos de pacientes com candidemia e o padrdao de
referéncia C. albicans ATCC 90028.

8. As amostras clinicas foram processadas para diagndstico micolégico usando
métodos padrdo (exame direto e isolamento em cultura), no Laboratério de Micologia
Meédica da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil. O exame direto foi
realizado sem adicionar coloragdao ou clareamento de amostras de sangue. As culturas
foram preparadas utilizando Sabouraud Dextrose Agar - SDA (Difco) suplementado com
cloranfenicol (50 mg.mL") e incubadas a 25 e 37°C numa atmosfera aerdbica, por até 15
dias. Culturas puras foram transferidas para a superficie de SDA para identificagio por
meio de taxonomia classica, automacao e espectrometria de massa MALDI-TOF MS. As
culturas foram preservadas em 6leo mineral (Sherf, 1943) e mantidas na Colec¢do de
Culturas Micoteca URM (reconhecida internacionalmente e registrada na Word World
Directory of Collections of Culture of Microrganisms (WFCC) sob o N2 604.

9. Placas de microdiluicdo com 96 pogos, contendo diluicdes seriadas do Limoneno
foram preparadas com base no protocolo M27-A3 do CLSI (CLSI, 2008). Foram utilizadas
concentragoes de O,OS-lGug.mL'1 dissolvidos em 0,8-1,2 mL de dimetilsulféxido (DMSOQ), e
diluidos em 8,0-10 mL de meio de cultura padrdo RPMI 1640, tamponado a pH 6,0-8,0
com 0,16-0,17M de acido morfolinopropanosulfénico. Foram usadas como drogas de
referéncia anfotericina B e fluconazol nas concentracdes de 0,02-0,04 a 15-17 pg.mL™ e
0,012-0,013 a 63-65 ug.mL‘1 respectivamente.

10. A fim de se obter um inéculo de levedura contendo 1,0 a 5,0 x 10° UFC.mL?, cada
estirpe foi cultivado em um tubo contendo 15-25 mL de Sabouraud Dextrose Agar (SDA;
Difco) adicionado de de 3-5% extrato de levedura, a 30-40°C durante dois dias. As
suspensdes de leveduras foram preparadas em solugdo fisiologica estéril (0,80-0,90%),

mantidas a 25-30°C, e, em seguida, ajustadas para 88-92% de transmitancia em
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espectrofotometro ajustado a 528-532 nm. Duas diluicbes em série entre 1:100-1:20
foram feitas para se obter um indculo final contendo 1,0 a 5,0 x 10° UFC.mL™.

11. Para os testes de sensibilidade, foram adicionados 100 pL do Limoneno aos pogos
da primeira coluna da placa de microdiluigdo, e em seguida, foram realizadas 10 diluicdes
seriadas em pogos de microdiluicdio contendo 80-120 uL de meio padrao RPMI 1640
tamponado a pH 6,0-8,0 com 0,16-0,17 M de MOPS. Em seguida, os pogos foram
inoculadas com 80-120 plL do inéculo previamente obtido. As microplacas foram
incubadas a 34-36°C em uma incubadora livre de CO, Os ensaios foram realizados em
triplicata e avaliados visualmente apds 24-72 horas de incubagdo para isolados de
Candida e através de leitor de ELISA. As CIMs corresponderam a menor diluicdo que
mostrou inibicdo de crescimento em comparagdo com leveduras nao tratadas. Todos os
testes foram realizados em duplicata e valores de CIM foram expressos como média
aritmeética.

12. Para cada experiéncia in vitro, os controles de indculo mostraram crescimento
claramente detectavel apds o periodo de incubagao, indicando que todos os isolados
eram vidveis e que as condigdes utilizadas foram adequados para o crescimento dos
fungos. A CIM da estirpe de referéncia foi 0,4-0,6 ug.mL™" para anfotericina B e fluconazol,
confirmando a reprodutibilidade do ensaio.

13. As Tabelas 1 e 2 mostram os valores das Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM)
da avaliagdo antifuingica in vitro de Limoneno comparado com anfotericina B e fluconazol
contra células plancténicas e biofilmes, respectivamente, de isolados clinicos de Candida
haemulonii, C. famata, C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. pelliculosa e C. ciferri, incluindo a
estirpe de referéncia C. albicans ATCC 90028.

14. O Limoneno foi capaz de inibir o crescimento de células plancténicas de Candida
haemulonii, C. famata, C. pelliculosa e C. ciferri entre os seis isolados clinicos de Candida
avaliados apresentando valores de CIM variando entre 4,0-16,0 pg.mL™. A cepa de
Candida haemulonii apresentou valores de CIM para o Limoneno menor que o0s
antifungicos anfotericina B e fluconazol.

15. O Limoneno foi capaz de inibir a formacdo do biofilme da cepa de Candida

haemulonii, apresentando valores de CIM variando de 8,0 ug.mL", o qual foi menor que
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os antifungicos anfotericina B e fluconazol. Vale ressaltar que Candida haemulonii tem se
mostrado in vitro e clinicamente bastante resistente, sobretudo a anfotericina B.

16. Este estudo confirmou o potencial de Limoneno como agente antiflingico.

17.0 Limoneno apresentou solubilidade aquosa, o que permitiu a necessidade de
uma menor quantidade de droga para assegurar a atividade antifiingica, que certamente
minimiza a possibilidade de ocorréncia de efeitos secundarios quando forem executados
os estudos in vivo.

18. Esses resultados associados a significativa na atividade anti-Candida tanto em
células planctonicas e biofilme, expressados em valores de CIM inferiores aos
medicamentos de referéncia anfotericina B e fluconazol (pelo menos duas vezes mais
ativo), leva-nos a crer que, apds a realizagao de estudos para garantir a eficacia, o modo
de acdo ao nivel molecular e a seguranga, que Limoneno possa ser utilizado na medicina
clinica como um tratamento alternativo contra candidiase, principalmente invasiva e

disseminada.
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Tabela 1. Perfil de sensibilidade antifiingica de células planctdnicas de leveduras emergentes frente aos
antifingicos comerciais e limoneno como nova proposta terapéutica.

Isolados Clinicos Anfotericina B Fluconazol Limoneno
(16— 0,03ug/mL) (64 -0,125ug/mL) (16 - 0,03pg/mL)
Candida guilliermondii
C. haemulonii MM 0347 8ug/mL 8ug/mL 4pg/mL
C. lusitaniae URM**
1812 4pg/mL 2pg/mL R
C. pelliculosa URM 6346 0,125ug/mL 4ng/mL 4ug/mL
C. famata MM 0005 0,5ug/mL 0,125ug/mL 16pg/mL
C. ciferri MM 0002 4pg/mL 2ug/mL 16pg/mL
C. albicans ATCCT 90028 0,5ug/mL 0,5ug/mL 1ug/mL

* URM - Colecao de Cultura URM

** MM - Laboratério de Micologia Médica/UFPE

+ ATCC - American Typical Culture Collection

t1 R - apresentou crescimento na mais alta concentra¢do testada
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Tabela 2. Perfil de sensibilidade antifungica de biofilmes formados por isolados de leveduras emergentes
frente aos antifingicos comerciais e limoneno como nova proposta terapéutica.

ksolados Clifiiecs Anfotericina B Fluconazol Limoneno
(16 — 0,03ug/mL) (64 —0,125ug/mL) (16 — 0,03pug/mL)
Candic:z Ngilijiolliezr;nondii s A8/l 32ug/mlL -
C. haemulonii MM 0347 > 16pug/mL 16pg/mL 8ug/mL
C. Iusita:éalerRM** Syl Al "
C. pelliculosa URM 6346 4pg/mL 4pg/mL R
C. famata MM 0005 8ug/mL 4ng/mL R
C. ciferri MM 0002 > 16pg/mL R R
C. albicans ATCCt 90028 4ug/mL R R

* URM - Colegao de Cultura URM

** MM - Laboratdrio de Micologia Médica/UFPE

t ATCC - American Typical Culture Collection

t1 R - apresentou crescimento na mais alta concentragao testada
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REIVINDICAGOES

EXTRACAO DO LIMONENO DE BASE CITRICA A PARTIR DE CASCAS DE LARANJA
POR VAPOR DE ARRASTE ATRAVES DE DESTILACAO FRACIONADA,
caracterizada por apresentar maior rendimento que o método de extragcdo
convencional.

APLICACAO DE LIMONENO EXTRAIDO POR DESTILACAO FRACIONADA COMO
AGENTES ANTIFUNGICOS FRENTE A LEVEDURAS EMERGENTES, de acordo com
a reinvidicagdo 1, caracterizado por conservar suas propriedades antifiingicas
contra espécies refratdrias de leveduras de Candida n3o-Candida albicans a
terapia convencional.

. APLICACAO DE LIMONENO COMO AGENTES ANTIFUNGICOS FRENTE A
LEVEDURAS EMERGENTES, de acordo com a reivindicagdo 1 e 2, caracterizado
por possibilitar a execugdo de testes antifungicos in vivo, através da
administracdo topica, intravenosa, intraperitonial, oral, etc, permitindo, por
exemplo, o tratamento de infecgdes fungicas superficiais e sistémicas.

. APLICACAO DE LIMONENO COMO AGENTES ANTIFUNGICOS FRENTE A
LEVEDURAS EMERGENTES, de acordo com as reivindicagdes 1, 2 e 3
caracterizado por utilizar moléculas estaveis e soltveis, a qual permitiu que uma
menor quantidade de farmaco seja suficiente para resultar numa atividade
biolégica satisfatéria, além de facilitar a execugdo dos ensaios bioldgicos e
demais analises quimicas.

. APLICAGAO DE LIMONENO COMO AGENTES ANTIFUNGICOS FRENTE A
LEVEDURAS EMERGENTES, de acordo com as reivindicagdes 1, 2, 3 e 4
caracterizado por permitir que uma menor quantidade de farmaco fosse
suficiente para resultar numa atividade bioldgica satisfatéria, promovendo uma
exacerbacdo da atividade em especial frente a leveduras emergentes do género
Candida, demonstrado in vitro, onde pode ser constatada menor Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) em comparagdo com antifiingicos de referéncia como a

anfotericina B e fluconazol.
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RESUMO

EXTRACAO OTIMIZADA DE LIMONENO E SUA CARACT ERIZACAO COMO AGENTE ANTIFUNGICO
FRENTE A LEVEDURAS EMERGENTES

A presente patente aborda um método de extragdo otimizada do limoneno a partir de casca de
laranja e sua posterior aplicagdo como antifiingico frente células plancténicas e biofilmes de
leveduras clinicas emergentes. A extragdo de base citrica foi obtida por vapor de arraste através
de destilagdo fracionada. A determinagdo in vitro da concentracdo inibitéria minima (CIM) do
extrato contra linhagens emergentes do género Candida (Candida guilliermondii, C. haemulonii,
C. lusitaniae, C. pelliculosa, C. famata e C. ciferri) foi realizada com base no método de
microdiluicdo em caldo seguindo o Clinical Laboratory Standard Institute-CLSI. O rendimento da
extracdo foi de 1-2 mL a cada 50-60g de casca. O limoneno apresentou valores de CIM de 4-
16ug.mL™* frente células plancténicas e biofilme. Os resultados foram superiores aos antiftingicos
de referéncia anfotericina B e fluconazol que apresentaram concentracdes inibitérias maiores
(216 pg.mL™?). Estes resultados permitem vislumbrar a possibilidade de uma extracdo mais
eficiente do limoneno, além do produto se tornar uma futura alternativa para o tratamento da

candidiase invasiva.
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