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Resumo: A incidéncia de infec¢Bes fungicas vulvovaginais aumentou dramaticamente ao longo das
Ultimas décadas, congtituindo assim a segunda causa mais comum de candidiase vulvovagina (VVC)
apos a vaginose bacteriana diagnosticada em 40% das mulheres com corrimento vaginal. Diante deste
contexto, buscou-se avaliar neste estudo o potencial antifungico do enantibmero (R)-(+)-citronelal
[(R)-(+)-CT] isolado e associado a agentes terapéuticos de importancia clinica frequentemente
utilizados no tratamento da candidiase vulvovagina. A CIM e a CFM do (R)-(+)-CT para 90% das
cepas de C. albicans foram 16 e 32 pg/mL respectivamente. No ensaio de suscetibilidade, C. albicans
apresentou alta resisténcia ao fluconazol e ao itraconazol, 12 (92,30%) das cepas. No ensaio de
combinacdo do (R)-(+)-CT com o fluconazol e o itraconazol, a resisténcias foi revertidaem 9 (75%) e
7 (58,33%) das cepas respectivamente. O (R)-(+)-CT apresentou atividade fungicida com CFM igual a
CIMx2. Quando em combinacdo com fluconazol e itraconazol ampliou as zonas de inibicdo desses
antifingicos, diminuindo aresisténcia contra C. albicans.

Palavra-chave: Monoterpenoide, Anti-C. albicans, Agentes antifngicos, Metabolismo secundario.

Introducéao

A candidiase vulvovagina (CVV) afeta
75% de todas as mulheres pelo menos uma
vez durante a vida, mais frequentemente
durante a idade fértii (ADESIJ et a.,
2011, GANDHI et al., 2015). Outro grupo
menor de mulheres 6-9% experimentam a
recorréncia desta enfermidade (CVVR),
definida como pelo menos 3 episodios
sintomaticos nos 12 meses anteriores,
embora aguns investigadores exigi ainda
um episodio adicional (FOXMAN et d.,
2013, JACK, SOBEL, 2016). Embora
varias espécies de Candida tenham sido
implicadas na CVV e CVVR, Candida

albicans é o agente etioldgico
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predominante, causando 85-95% destas
infeccbes (HONG et a., 2014, BEHZADI
et al., 2015).

Uma variedade de agentes antifungicos
tem sido amplamente empregada para
tratar essas infecgdes. Os azdis incluindo o
fluconazol e o itraconazol tém sido
utilizados sob varios esguemas
terapéuticos para tratar esta enfermidade
(SEKHAVAT et al., 2011). No entanto,
devido a dindmica da resisténcia
antimicrobiana, que envolve uma
complexa associagdo de multiplos fatores
inerentes ao hospedeiro e ao proprio fungo,
vem sendo expressvo 0 fracasso
terapéutico (ESPINEL-INGROFF, 2008).
Em especial, os azdlicos, antifungicos mais

comuns a0 uso nesta enfermidade, vém
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apresentando um quadro desfavorével
(PFALLER, 2012).

A aividade anti-Candida de O&leos
essenciais extraidos de plantas tem sido
relatado em vérios trabalhos nos ultimos
anos, e em consegquéncia disso os 6leos
essenciais bem como alguns dos seus
fitoconstituintes sdo usados topicamente na
forma de cremes, géis e pessarios para 0
tratamento de infecches microbianas
(MONDELLO et a., 2006; AVOSEH et
a., 2015; BATUBARA et d., 2015).

Os terpenGides, sd3o0 componentes
importantes dos 6leos essenciais com vasta
atividade biologica, incluindo uma ampla
atividade antifungica (LORENZI et al.,
2009).

Além disso, existe um interesse crescente
na utilizagdo de terapia de combinacéo
para evitar os efeitos colaterais associados
com doses elevadas ou uso a longo prazo
de drogas convencionais (WAGNER,
2006). Ele inclui o uso de combinactes de
substdncias sintéticas, bem como de
produtos naturais, juntamente com 0s
medicamentos convencionais contra varias
doencas infecciosas, tais como candidiase
(WAGNER, ULRICH-MERZENICH,
2009).

Neste contexto, buscou-se avaiar o
potencial antifingico do (R)-(+)-CT

isolado e associado ao fluconazol e ao
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itraconazol frequentemente utilizados no
tratamento da candidiase vulvovaginal .
Metodologia

Deter minagao da concentracao
inibitéria minima (CIM) e concentracao
fungicida minima (CFM)

A determinacéo da CIM do produto sobre
as cepas utilizadas nos ensaios biol 6gicos
foi determinada pelo método de
microdiluicdo em cado (CLEELAND,
SQUIRES, 1991, HADACEK, GREGER,
2000, NCCLS/ NCCLS, 2002).

Diluigbes seriadas foram realizadas para
variar as concentragoes de 1024-4 pg/mL.
Os controlos foram feitos para a
viabilidade e a suscetibilidade das células
fuangicas com o antifungico padrdo
anfotericina B. As placas foram incubadas
a 352 °C durante 24-48h. Apds 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 n&o), de
acordo com o0s critérios propostos por
Morales et a, 2008: atividade boa/forte
(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).
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A CFM foi definida como sendo a menor
concentragd do produto que inibiu o
crescimento das leveduras ou permitindo
ocorrer crescimento inferior a trés UFCs,
resultando assm em atividade fungicida
99,9% (ERNST et al., 1996, ESPINEL-
INGROFF, 2002).

Os ensaios de atividade biolégica foram
realizados em duplicata, e os resultados
foram expressos como a média aritmética
daCIM eda CFM.
Ensaios de suscetibilidade

O teste de suscetibilidade fungica foi
realizado com base na técnica de disco-
difusio em meio solido (BAUER, et al.,
1966; KONEMAN e a., 1993;
HADACEK, GREGER, 2000). Neste
ensaio foram utilizados os seguintes
antifingicos.  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) eo CLSI, 2009.

Estudo de associagdo in vitro

Os ensaos de suscetibilidade da
combinacdo do (R)-(+)-CT com os agentes
antifingicos, foram redizados também
com base na técnica de disco-difusdo em
meio solido (OLIVEIRA et a., 2006,
OSTROSKY et d., 2008).

Neste ensaio, os discos de antifungicos nas
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suas respectivas concentragdes foram
embebidos com 10 uL 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 35+2 °C por 24-
48h.

As interagbes do (R)-(+)-CT com os
agentes antifungicos foram considerados
positivos (sinergismo), quando a zona de
inibicdo da aplicacdo combinada foi (= 2
mm) em relagdo a0 antifingico
isoladamente, negativo (antagonismo),
guando a zona de inibicdo da associagao
foi (£ 2 mm) ao apresentado pelo
antifangico isolado e “interacdo 0~
(indiferente), quando a zona de inibicdo da
combinagdo foi igual a0 do antifdngico
isoladamente (CUENCA-ESTRELLA,
2004, CLEELAND, SQUIRES, 1991).

Os ensaios foram realizados em duplicata e
0s resultados foram expressos pela média
aritmética dos didmetros formados nos dois
ensaios paral elamente.
Resultados e discussao

Neste estudo, observou-se que o (R)-(+)-
CT mostrou excelente eficacia antifangica
em 90% das cepas C. albicans. De acordo
com os critérios de Moraes et a., 2008,
este fitoconstituinte  mostrou  forte
atividade anti-C. albicans porgque o valor
da ClMgyy, foi menor que 100 pg/mL (A
CIM do (R)-(+)-CT variou entre 64 e 16
pg/mL, no entanto este Ultimo corresponde
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ainibicdo do crescimento fungico em 90%
das cepas ensaiadas (Tabela 1)). Na
literatura, este produto também mostrou ter
boa atvidade fungicida, bactericida,
tripanocida e leishmanicida (ZORE et al.,
2011, PEREIRA et a., 2015).

Neste trabalho, também constatou-se o
efeito fungicidado (R)-(+)-CT em 90% das
cepas C. albicans (CFMggy, = 32 pg/mL).
De acordo com Hafidh et al., 2011 o efeito
fungicida de um produto natural como o
citronelal, € observado quando o quociente
entre a CFM/CIM esta compreedido entre
le2(Tabela?2).

Para os testes de suscetibilidade, observa-
se uma menor sensibilidade ao fluconazole
e ao itraconazole reportada para amostras
(Tabela 3,
(DALAZEN e d. 2011, ABACI,
HALIKI-UZTAN, 2011). Destaforma, C.

albicans mostrase predominantemente

clinicas  vulvovaginais

resistente assemelhando-se ao perfil desse
trabaho (SPAMPINATO, LEONARDI,
2013).

As pesquisas das interacOes de produtos
naturais e sintéticos sobre a efetividade dos
agentes antifingicos convencionais nos
parece bastante promissor se a combinacéo
resulta em melhor espectro de atividade e
toxicidade reduzida em comparagdo com
0S esguemas complementares de agente
anico (AHMAD et a., 2010). Destaforma,
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parece que a modificacdo da atividade
antimicrobiana resultante de associagOes,
com ampliacdo do perfil de sensibilidade
de cepas fungicas resistentes mostra ser
uma nova estratégia na clinica, com o
potencial de ser um modificador do perfil
deresisténcia (RIBEIRO et al., 2013).
Portanto, essas interacbes podem ocasionar
maior influxo dos agentes antifingicos,
resultando em aumento das zonas de
inibicio e diminuindo desta forma a
resisténcias destas leveduras (Tabela 4),
(ZORE et d., 2011).

Conclusao

Com base nos dados apresentados, o
citronela, apresentou atividade fungicida,
sendo capaz de inibir umainfeccdo em seu
inicio. Além disso, este monoterpeno
também mostrou agir sinergicamente com
fluconazol e itraconazol. Assim este
composto pode torna-se uma alternativa na
quimioterapia antifungica monoterapica
paraa CVV e aCVVR ou em combinagdo
com drogas convencionais. No entanto,
existe uma necessidade de mais estudos
gue visam correlacionar sua potente
atividade antifungica in vitro e in vivo
provando sua seguranca para aplicacéo
clinica
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Tabela 1. Vaores da ClMgy, (Ug/mL) do (R)-(+)-CT contra cepas de C. albicans por

microdilui¢ao.

Fungal strains/ (R)-(+)-CT Control Control
C. albicans MICage; (ug/ml) mnegative positive

LM 852 16 = +

LM 157 16 — +

LM 152 16 - e

LM 240 16 - +

LM 0202 16 - =

LM 246 16 - +

LM 228 16 - +

LM 227 16 - +

LM 319 16 - +

LM 16 16 - +

LM 15 16 - +

ATCC 76485 16 = +

ATCC 76645 32 - +

(+) inhibition (-) no inhibition

Tabela 2. Vaores da CFM g, (Lg/mL) do (R)-(+)-CT contra cepas de C. albicans.

Fungal strains/ (R)-(+)-CT Control Control
C. albicans MFCagu; (ng/ml)) negative positive

LM 852 32 - +

LM 157 32 - +

LM 152 £ 9 = +

LM 240 32 - +

LM 0202 32 - 5

LM 246 32 = +

LM 228 32 - +

LM 227 32 - +

LM 319 £ 9 = +

LM 16 32 = +

LM 15 64 - +

ATCC 76485 32 - +

ATCC 76645 32 s +

(+) mhibition (-) no inhibition

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

halos em (mm).
(83)3322.3222 (mm)
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Antifungal susceptibility
Fn;g:é:rﬂ;:;lsf Fluconazole Ttracomazole
’ (25 pg) (10 ng)
LM 852 (Jphe* 1 ot
LM 157 [ o **
LM 152 § Bl o**
LM 240 ** 15%*
LM 0202 15 O**
LM 246 F & 18**
LM 228 20* 20%
LM 227 (H* 2%
LM 319 1a%*® 18%*
LM 16 i R i
LM 15 (Jhe* 1 ot
ATCC 76485 [ i 16%*
ATCC 76645 [y 13

=*P esistant; *Sensible
Tabela 4. Média dos didmetros em (mm) do ensaio de combinacdo do (R)-(+)-CT com
antifungicos padréo contra C. albicans em meio solido.
(R)-(+)-CT + Antifungals

Fungal strains/
G albicane Fluconarzole Itraconazole
(25 pg) (10 pg)
LM 852 207 207
LM 157 257 01
LM 152 207 257
LM 240 257 151
LM 0202 127 207
LM 246 2487 247
LM 2258 251 20I
LM 227 01 15T
LM 319 14 20f
LM 16 207 257
LM 15 207 17T
ATCC 76485 307 25¢
ATCC 70045 307 0

T Synergism; | Antagomism; [ Indifferent
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