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RESUMO: Candidiase urinaria € conhecida como a infec¢do flngica hospitalar mais frequente em
todo o mundo. Candida albicans é a causa mais comum de infec¢des fungicas nosocomiais do trato
urinario; e 0 aumento da candidiase do trato urinario levou ao aparecimento das espécies de Candida
resistentes a antifingicos. Neste trabalho, avaliou-se o potencial antifingico do enatidmero (S)-(-)-
citronelal [(S)-(-)-CT] contra 13 cepas de C. albicans e os efeitos deste em associa¢éo a antifingicos
utilizados no tratamento da CVV. A CIM e a CFM do (S)-(-)-CT para 90% das cepas de C. albicans
foram 64 e 128 pg/mL respectivamente. No ensaio de suscetibilidade, C. albicans apresentou alta
resisténcia ao fluconazol e ao itraconazol, 12 (92,30%) das cepas. Na associa¢do do produto com o
fluconazol e 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 para a CVV e CVVR.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para identificar o mecanismo de agdo desta molécula
contra C. albicans, bem como sua toxicidade.
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INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV) também
denominada de vaginite por Candida é
uma infeccdo 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 episédios de CVV durante a
vida, com 6 a 9% desses individuos

desenvolvendo infecgbes recorrentes ou

candidiase vulvovaginal recorrente
(CVVR) (DOVNIK et al., 2015; JACK,
SO
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BEL, 2016). Felizmente a infeccao é
raramente fatal, mas normalmente esta
associada a algumas morbidades, tais como
desconforto, dor, disfungdes sexuais,
secura vulvar, rachaduras, prurido,
gueimacao, ulceracdo, corrimento vaginal
anormal e finalmente custos de cuidados
de saude (DHARMIK, GOMASHE,
UPADHYAY, 2013).

O principal agente etiolégico da CVV ¢ a
C. albicans, causando 85-95% destas
infeccBes, mas outras espécies conhecidas
geralmente como C. néo-albicans (C.
glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis, C. guillermondii) também sé&o
isoladas (ILKIT, GUZEL, 2011). A terapia

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

O aparecimento de cepas resistentes aos
medicamentos, reforca a necessidade de
estudos desses patdgenos, e a vigilancia da
suscetibilidade antimicrobiana é
comumente usada na terapia e
acompanhamento das rapidas mudancas
nos padrdes de resisténcia (LATA et al.,
2012).

O citronelal fitocosntituinte monoterpénico
€ uma das substancias majoritarias de 6leos
essenciais de plantas aromaéticas, 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 combinagdes de substancias
sintéticas, bem como de produtos naturais,
juntamente  com 0s  medicamentos
convencionais contra vérias doencas
infecciosas, tais como  candidiase
(WAGNER, ULRICH-MERZENICH,

2009).

(83) 3322.3222
contato@conbracis.com.br

www.conbracis.com.br

Os objetivos desse estudo foram
determinar a suscetibilidade antifungica de
C. albicans isoladas de secrecdes vaginais
frente ao citronelal e verificar os efeitos da
combinagdo  deste  monoterpeno  a
antifangicos utilizados no tratamento da
CVV.
METODOLOGIA
Determinagéo da concentragao
inibitéria minima (CIM) e concentragao
fungicida minima (CFM)

A determinacdo da CIM do produto sobre
as cepas utilizadas nos ensaios biolégicos
foram determinada pelo método de
microdiluicdlo em caldo (CLEELAND,
SQUIRES, 1991, HADACEK, GREGER,
2000, NCCLS / NCCLS, 2002).

DiluigOes seriadas foram realizadas para
variar as concentracfes do produto de
1024-4 pg/mL. Os controlos foram feitos
para a viabilidade e a suscetibilidade das
células fangicas com o antifungico padréo
anfotericina B. As placas foram incubadas
a 352 °C durante 24-48h. Apo6s o tempo
de incubacdo, a presenca (ou auséncia) de
crescimento foi observada visualmente. A
CIM foi definida como sendo a mais baixa
concentracdo do produto que produziu uma
inibicdo visivel do crescimento
microbiano.

A atividade antimicrobiana do produto foi
interpretada (considerado ativo ou néo), de
acordo com o0s critérios propostos por

Morales et al, 2008: atividade boa/forte
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(CIM: <100 pg/mL); atividade moderada
(CIM: 100-500 pg/mL); fraca atividade
(CIM: 500-1000 pg/mL); e produto inativo
/ nenhum efeito antimicrobiano (CIM: >
1.000 pg/mL).

A CFM foi definida como sendo a menor
concentracdo do produto que inibiu o
crescimento das levedura ou permitindo
ocorrer crescimento inferior a trés UFCs,
resultando assim em atividade fungicida
99,9% (ERNST et al., 1996, ESPINEL-
INGROFF, 2002).

Os ensaios de atividade bioldgica foram
realizados em duplicata, e os resultados
foram expressos como a média aritmética
da CIM e da CFM.

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 o0s seguintes
antifangicos:  fluconazol (25 pg) e
itraconozol (10 pg) A interpretacdo dos
resultados foi realizada utilizando os
critérios sensivel ou resistente
recomendados pela (CECON) Ltd. (Séo
Paulo, SP, Brazil) e o CLSI, 2009.

Estudo de associagao in vitro

Os ensaios de suscetibilidade da

combinacéo do (S)-(-)-CT com os agentes
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antifangicos, foram realizados também
com base na técnica de disco-difusdo em
meio solido (OLIVEIRA et al., 2006,
OSTROSKY et al., 2008).

Neste ensaio, os discos de antifingicos nas
suas respectivas concentracdes foram
embebidos com 10 pL da CIM do produto,
e posteriormente dispensados em placas de
Petri contendo ASD inoculados com 1 mL
das suspensdes fungicas. Em seguida, as
placas foram incubadas a 352 °C por 24-
48h.

As interacdes do (S)-(-)-CT com os agentes
antifangicos foram considerados positivos
(sinergismo), quando a zona de inibicdo da
aplicacdo combinada foi (> 2 mm) em
relacdo ao antifungico isoladamente,
negativo (antagonismo), quando a zona de
inibicdo da associa¢do foi (< 2 mm) ao
apresentado pelo antifungico isolado e
“interagcdo 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 media
aritmética dos didmetros formados nos dois
ensaios paralelamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CIM do produto frente as cepas fungicas
variou entre 128 e 64 pg/mL, no entanto
este ultimo corresponde a inibicdo do

crescimento fungico em 90% das cepas
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ensaiadas (Tabela 1). Neste estudo,
observou-se que este  monoterpeno
apresenta excelente eficacia antifingica,
pois de acordo com Morales et al., 2008,
este  fitoconstituinte  mostrou  forte
atividade anti-C. albicans, pois o valor da
CIMgoy, foi menor que 100 pg/mL. Na
literatura, este enantibmero também
mostrou ter boa atividade fungicida,
bactericida, tripanocida e leishmanicida
(ZORE et al.,, 2011a; PEREIRA et al.,
2015).
A CFM do (S)-(-)-CT foi determinada por
esgotamento em meio sélido obtendo desta
forma o valor de 128 pg/mL,
correspondendo a CIM x 2 para 90% da
populacdo de C. albicans como pode ser
observado na (Tabela 2). Assim constatou-
se o efeito fungicida do (S)-(-)-CT para
todos 0s micro-organismos, exceto para a
cepa LM 16 que foi 256 pg/mL. De acordo
com Hafidh et al., 2011, o efeito fungicida
de um produto natural como o citronelal, é
observado quando a razdo entre a
CFM/CIM esta compreedido entre 1 e 2.
O perfil de resisténcia das leveduras foi
observado para 12 (92,30%) das cepas
fangicas frente ao fluconazol e ao
itraconazol (Tabela 3). Dessa forma, a alta
frequéncia de resisténcia aos azolicos
trabalhados neste estudo, demonstra o
crescente perfil de resisténcia ao género
Ca
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ndida (RUIZ-CAMPS, CUENCA-
ESTRELLA, 2009).

Os resultados referentes aos ensaios de
combinacdo sdo mostrados na (Tabela 4),
onde observa-se que os efeitos da
interferéncia do enantidmero sobre os
antifangicos variardo segundo o tipo de
agente terapéutico e a cepa fdngica
ensaiada. Porém, o sinergismo foi
predominante sobre os antifungicos
ensaiados. Na associacdo do produto com o
fluconazol, resultou em efeito sinérgico em
13 (100%) das cepas fungicas. E em
combinagdo com o itraconazol, resultou
em efeito sinérgico em 11 (84,61%) das
leveduras.

E provavel que devido ao grau de
lipofilicidade, o (S)-(-)-CT tenha interagido
com 0s componentes da bicamada
fosfolipidica da membrana flngica
afetando dessa forma o grau de fluidez,
além de interferir em rotas de sinalizacéo
envolvidas na sintese de polissacarideos
como o [-glucano, manano e quitina,
importantes para a manutencdo da parede
celular de C. albicans. Portanto, essas
interagcBes podem ocasionar maior influxo
dos agentes antifngicos, resultando em
aumento das zonas de inibicdo e
diminuindo desta forma a resisténcias
destas leveduras (BRAGA et al., 2007
ZORE et al., 2011b).

Concluséao
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Baseado nestes resultados, o presente
estudo demostrou que o citronelal tem
significante atividade antiflngica contra C.
albicans, sendo este fungicida para a
maioria das cepas ensaiadas. Além disso,
este monoterpeno também mostrou agir
sinergicamente  com os antifingicos
testados, importantes para a monoterapia e
a terapia de combinacdo no tratamento da
CVV e CVVR. Desta forma esse produto
mostra ser relevante e promissor como um
potencial antifingico o qual pode ser
considerado como um protdtipo alternativo
para a produgdo de um novo e futuro
antifangico, e assim contribuindo para o
arsenal existente de produtos com
comprovada atividade antifungica contra
C. albicans. Investigacfes dessa natureza
sd0  importantes, uma vez  que
proporcionam expectativas claras para
estudos farmacoldgicos futuros, com vista
a um melhor entendimento do mecanismo
de acéo do citronelal, sua toxicidade, e sua
possivel aplicacdo terapéutica.
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Tabela 1. Valores da CIMgpy, (Hg/mL) do (S)-(-)-CT contra cepas de C. albicans por

microdiluigdo em caldo.

Fungal strains/ (S)-(-)-CT Control Control
C. albicans MICgge, (ug/mL) negative positive

LM 852 64 - +

LM 157 64 - +

LM 152 64 - +

LM 240 64 - +

LM 0202 64 - +

LM 246 64 - +

LM 228 64 = +

LM 227 64 - +

LM 319 64 - +

LM 16 64 - +

LM 15 64 - +

ATCC 76485 128 - +

ATCC 76645 64 - -

(+) inhibition (-) no inhibition

Tabela 2. Valores da CFMggy, (Ug/mL) do (S)-(-)-CT contra cepas de C. albicans.

Fungal strains/ (S)-(-)-CT Control Control
C. albicans MFCogo; (ng/mL) negative positive

LM 852 128 - -

LM 157 128 - +

LM 152 128 - -

LM 240 128 - -

LM 0202 128 - -

LM 246 128 - -

LM 228 128 - -

LM 227 128 - -

LM 319 128 - -

LM 16 256 - -

LM 15 128 - -

ATCC 76485 128 - -

ATCC 76645 128 - +

(+) inhibition (-) no inhibition

Tabela 3. Teste de suscetibilidade das cepas de C. albicans a antifungicos padrdo. Média dos

halos de inibicdo em (mm).
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Antifungal susceptibility
Fugg:llb::":::ls/ Fluconazole Itraconazole
) (25 ng) (10 ng)
LM 852 Q** =
LM 157 Q= 0**
LM 152 1% 0%
LM 240 Q** J5%%
LM 0202 0F* |
LM 246 e oo
LM 228 20* 20*
LM 227 (4 poios ] i
LM 319 16** 18%*
LM 16 gee ] Piinac
LM 15 Q** =
ATCC 76485 i 16**
ATCC 76645 ) had ]13%%

**Resistant; *Sensible

Tabela 4. Média dos diametros em (mm) do ensaio de associacdo do (S)-(-)-CT com

antifangicos padrdo em meio soélido.

(8)-()-CT + Antifungals

Fungal strains/
C. albicans Fluconazole Itraconazole
(25 pg) (10 ng)
LM 852 207 187
LM 157 127 121
LM 152 187 221
LM 240 2517 151
LM 0202 187 247
LM 246 207 287
LM 228 307 2817
LM 227 187 147
LM 319 227 241
LM 16 187 237
LM 15 157 127
ATCC 76485 227 207
ATCC 76645 207 0]

T Synergism; | Antagonism; I Indifferent
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