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RESUMO: Candidiase urinaria é conhecida como a infeccdo fungica hospitalar mais frequente em todo o
mundo. Candida albicans € a causa mais comum de infec¢des flngicas nosocomiais do trato urinario; e 0
aumento da candidiase do trato urinario levou ao aparecimento das espécies de Candida resistentes a
antifungicos. Neste trabalho, avaliou-se o potencial antifungico da combina¢do do enatibmero (S)-(-)-
citronelal [(S)-(-)-CT] com miconazol e itraconazol contra 11 cepas de C. albicans isoladas de secrecoes
vulvovaginais. No ensaio de suscetibilidade, C. albicans apresentou boa sensibilidade ao miconazol, apesar
da resisténcia de 23,07% observadas nesse estudo. A resisténcia ao itraconazol foi prevalente 12 (92,30%)
das cepas. Na associacdo do produto com o miconazol a resisténcia foi completamente revertida. Para o
itraconazol, a resisténcias foi revertida em 6 (50%) das cepas ensaiadas. Os resultados do presente estudo
sugerem o (S)-(-)-CT como um potencial agente terapéutico em associa¢do aos antifungicos testados neste
estudo, para um possivel tratamento da CVV e CVVR. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para
identificar o mecanismo de ac&o desta molécula contra C. albicans, bem como sua toxicidade.
Palavras-chave: Anti-C. albicans, Monoterpenoide, Terapia de combinacéo, Agentes antiflngicos.

INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV) também denominada de vaginite por Candida é uma infecgéo
fungica comum que afeta mulheres saudaveis de todas as idades, principalmente durante a idade
reprodutiva (BEHZADI, BEHZADI, RANJBAR, 2015).

Estima-se que 75% de todas as mulheres adultas experimentem pelo menos um periodo de
episddios de CVV durante a vida, com 6 a 9% desses individuos desenvolvendo infeccdes
recorrentes ou candidiase vulvovaginal recorrente (CVVR) (DOVNIK et al., 2015; JACK, SOBEL,
2016). Felizmente a infeccdo é raramente fatal, mas normalmente esta associada a algumas
morbidades, tais como desconforto, dor, disfuncbes sexuais, secura vulvar, rachaduras, prurido,
queimacdo, ulceracdo, corrimento vaginal anormal e finalmente custos de cuidados de salde
(DHARMIK, GOMASHE, UPADHYAY, 2013).

O principal agente etiologico da CVV é a C. albicans, causando 85-95% destas infeccGes, mas
outras espécies conhecidas geralmente como C. ndo-albicans (C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei,
C. parapsilosis, C. guillermondii) também sdo isoladas (ILKIT, GUZEL, 2011).

O aparecimento de cepas flngicas resistentes aos medicamentos, reforca a necessidade de estudos
desses patdgenos, bem como da busca de produtos naturais e/ou sintéticos biologicamente ativos
capazes de subjugar 0s mecanismos de resisténcia desses micro-organismos (DHARMIK,
GOMASHE, UPADHYAY, 2013). A vigilancia da suscetibilidade antimicrobiana é também
comumente usada na terapia e acompanhamento das rapidas mudancas nos padrfes de resisténcia
(LATA etal., 2012).

A terapia prolongada e o aumento do uso de antifingicos no tratamento dos casos recorrentes da
CVV sdo os fatores de riscos mais comuns no desenvolvimento de resisténcia aos azolicos nos
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isolados de Candida vaginal. Porém, os azois possuem a vantagem de ser administrado por via oral,
0 qual aumenta sua poténcia (MOREIRA et al., 2014).

O citronelal fitocosntituinte monoterpénico é uma das substancias majoritarias de 6leos essenciais
de plantas aromaticas, como as do género Cymbopogon e Eucalyptus que apresentam propriedades
antimicrobiana, inseticida e anticancer (AVOSEH et al., 2015; BATUBARA et al., 2015). Além
disso, existe um interesse crescente na utilizacdo de terapia de combinacdo, que inclui o uso de
combinagbes de substancias sintéticas bem como de produtos naturais juntamente com o0s
medicamentos convencionais contra varias doencas infecciosas como a candidiase (WAGNER,
ULRICH-MERZENICH, 2009).

Neste contexto, buscou-se avaliar o potencial antifungico da associacdo do enantidmero (S)-(-)-
citronelal [(S)-(-)-CT] com miconazol e itraconazol contra C. albicans isoladas de secrecGes
vulvovaginais.

METODOLOGIA

Ensaio de suscetibilidade

O teste de suscetibilidade fungica foi realizado com base na técnica de disco-difusdo em meio
solido (BAUER, et al., 1966; KONEMAN et al., 1993; HADACEK, GREGER, 2000). Neste ensaio
foram utilizados os seguintes antifingicos: miconazol (50 pg) e itraconozol (10 pg). A interpretacdo
dos resultados foi realizada utilizando os critérios sensivel ou resistente recomendados pela
(CECON) Ltd. (S&o Paulo, SP, Brazil) e o CLSI, 2009.

Estudo de associagéo in vitro

Os ensaios de suscetibilidade da combinacdo do (S)-(-)-CT com os agentes antifingicos, foram
realizados também com base na técnica de disco-difusdo em meio sélido (OLIVEIRA et al., 2006,
OSTROSKY et al., 2008).

Neste ensaio, os discos de antifungicos nas suas respectivas concentracbes foram embebidos com
10 pL da concentracdo inibitéria minima (CIM) do produto determinado em estudos anteriores
(CIMgoy=64pg/mL) e posteriormente dispensados em placas de Petri contendo ASD inoculados
com 1 mL das suspens@es fungicas. Em seguida, as placas foram incubadas a 35+2 °C por 24-48h.
As interacdes do (S)-(-)-CT com os agentes antifingicos foram considerados positivos (sinergismo);
quando a zona de inibicdo da aplicagdo combinada foi (> 2 mm) em relagdo ao antifingico
isoladamente, negativo (antagonismo); quando a zona de inibigdo da associagdo foi (< 2 mm) ao
apresentado pelo antifungico isolado e “interacdo 0 (indiferente); quando a zona de inibicdo da
combinacéo foi igual ao do antifungico isoladamente (CLEELAND, SQUIRES, 1991; CUENCA-
ESTRELLA, 2004).

Os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados foram expressos pela média aritmética dos
diametros formados nos dois ensaios paralelamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo observou-se que para o miconazol, C. albicans apresenta boa sensibilidade, como
mostra a (Tabela 1). O bom desempenho evidenciado para este antifungico, contra C. albicans ja
foram observados em estudos anteriores (SOBEL, 1985). No entanto, a presenca de 23,07% de
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resisténcia a estas cepas fungicas neste estudo, enfatiza a mudanca para uma menor suscetibilidade
a este farmaco (DALAZEN et al., 2011).

H& mais de uma década, sdo observados casos de sensibilidade reduzida ao itraconazol, e neste
estudo foi observado um perfil de resisténcia de 92,30% das cepas fungicas frente ao itraconazol
com observagdo de resisténcia cruzada a isolados de C. albicans e n&o-albicans, pela exposi¢do
antecedente e prologada a este antifingico. Por tanto, observa-se uma menor suscetibilidade ao
itraconazol reportada para amostras clinicas vulvovaginais (Tabela 1). Desta forma, C. albicans
mostra-se predominantemente resistente assemelhando-se ao perfil desse trabalho (FAVALESSA,
MARTINS, HAHN, 2010; DALAZEN et al., 2011; SPAMPINATO, LEONARDI, 2013).

Os resultados referentes aos ensaios de combinacdo sdo mostrados na (Tabela 2), onde observa-se
que os efeitos da interferéncia do (S)-(-)-CT sobre os antifungicos variardo segundo o tipo de agente
terapéutico e a cepa fungica ensaiada. Porém, o sinergismo foi predominante sobre os dois
antifungicos ensaiados. Na associa¢do do produto com o miconazol, resultou em sinergismo nas 13
(100%) cepas fungicas. E em combinacdo com o itraconazol, resultou em efeito sinérgico em 11
(84,61%) das leveduras.

As pesquisas das interacdes de produtos naturais e sintéticos sobre a efetividade dos agentes
antifungicos convencionais nos parece bastante promissor se a combinagdo resulta em melhor
espectro de atividade e toxicidade reduzida em comparacdo com 0s esquemas complementares de
agente Unico (AHMAD et al., 2010). Desta forma, parece que a modificacdo da atividade
antimicrobiana resultante de associa¢es, com ampliacdo do perfil de sensibilidade de cepas
fangicas resistentes, mostra ser uma nova estratégia na clinica, com o potencial de ser um
modificador do perfil de resisténcia (RIBEIRO et al., 2013).

Portanto, essas interacdes podem ocasionar maior influxo dos agentes antiflngicos, resultando em
aumento das zonas de inibicdo e diminuindo desta forma a resisténcias destas leveduras (Tabela 2),
(ZORE et al., 2011).

CONCLUSOES

Neste estudo foi possivel observar que este enantibremo (S)-(-)-CT mostrou agir sinergicamente
com miconazol e itraconazol. Assim este composto pode torna-se uma alternativa na quimioterapia
antifngica em associacdo com estes antifungicos de referéncia no tratamento da CVV e CVVR. No
entanto, existe a necessidade de mais estudos que visam correlacionar sua potente atividade
antifangica in vitro e in vivo provando sua seguranca para aplicacao clinica.
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Tabela 1. Teste de suscetibilidade das cepas C. albicans a antifingicos padrdo. Média dos halos em
(mm).
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Antifungal susceptibility
Fucngajgs.tramsf Miconazole Itraconazole
e (0png)  (0pg

LM §52 23* (**
LM 157 22% (7
LM 152 27* **
LM 240 23* [ 5%
LM 0202 20¥* (**
LM 246 30* 15**
LM 228 30* 20%
LM 227 22* [2%*
LM 319 20%* 15**
LM 16 24* 12%*
LM 15 25% (**
ATCC 70485 20%* 16**
ATCC 70645 28* 13%*

**R esistant; *Sensible

Tabela 2. Média dos diametros em (mm) do ensaio de combinacao do (S)-(-)-CT com antifingicos
padréo contra C. albicans em meio solido.

($)-(-)-CT + Antifungals

Fungal strains/ .
C albicans Miconazole Itraconazole
(30 ng) (10 png)
LM 852 427 187
LM 157 257 127
LM 152 407 227
LM 240 387 151
LM 0202 407 247
LM 246 467 287
LM 228 407 287
LM 227 347 147
LM 319 407 247
LM 16 427 237
LM 15 327 127
ATCC 70485 407 207
ATCC 70645 347 0]

T Synergism; | Antagonism; I Indifferent
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