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Resumo: A incidência de infecções fúngicas vulvovaginais aumentou dramaticamente ao longo das
últimas décadas, constituindo assim a segunda causa mais comum de candidíase vulvovaginal (VVC)
após a vaginose bacteriana diagnosticada em 40% das mulheres com corrimento vaginal. Diante deste
contexto, buscou-se avaliar neste estudo o potencial antifúngico do enantiômero (R)-(+)-citronelal
[(R)-(+)-CT] isolado e associado a agentes terapêuticos de importância clínica frequentemente
utilizados no tratamento da candidíase vulvovaginal. A CIM e a CFM do (R)-(+)-CT para 90% das
cepas de C. albicans foram 16 e 32 µg/mL respectivamente. No ensaio de suscetibilidade, C. albicans
apresentou alta resistência ao fluconazol e ao itraconazol, 12 (92,30%) das cepas. No ensaio de
combinação do (R)-(+)-CT com o fluconazol e o itraconazol, a resistências foi revertida em 9 (75%) e
7 (58,33%) das cepas respectivamente. O (R)-(+)-CT apresentou atividade fungicida com CFM igual a
CIM×2. Quando em combinação com fluconazol e itraconazol ampliou as zonas de inibição desses
antifúngicos, diminuindo a resistência contra C. albicans.
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Introdução

A candidíase vulvovaginal (CVV) afeta

75% de todas as mulheres pelo menos uma

vez durante a vida, mais frequentemente

durante a idade fértil (ADESIJI et al.,

2011, GANDHI et al., 2015). Outro grupo

menor de mulheres 6-9% experimentam a

recorrência desta enfermidade (CVVR),

definida como pelo menos 3 episódios

sintomáticos nos 12 meses anteriores,

embora alguns investigadores exigi ainda

um episódio adicional (FOXMAN et al.,

2013, JACK, SOBEL, 2016). Embora

várias espécies de Candida tenham sido

implicadas na CVV e CVVR, Candida

albicans é o agente etiológico

predominante, causando 85-95% destas

infecções (HONG et al., 2014, BEHZADI

et al., 2015).

Uma variedade de agentes antifúngicos

tem sido amplamente empregada para

tratar essas infecções. Os azóis incluindo o

fluconazol e o itraconazol têm sido

utilizados sob vários esquemas

terapêuticos para tratar esta enfermidade

(SEKHAVAT et al., 2011). No entanto,

devido a dinâmica da resistência

antimicrobiana, que envolve uma

complexa associação de múltiplos fatores

inerentes ao hospedeiro e ao próprio fungo,

vem sendo expressivo o fracasso

terapêutico (ESPINEL-INGROFF, 2008).

Em especial, os azólicos, antifúngicos mais

comuns ao uso nesta enfermidade, vêm
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apresentando um quadro desfavorável

(PFALLER, 2012).

A atividade anti-Candida de óleos

essenciais extraídos de plantas tem sido

relatado em vários trabalhos nos últimos

anos, e em consequência disso os óleos

essenciais bem como alguns dos seus

fitoconstituintes são usados topicamente na

forma de cremes, géis e pessários para o

tratamento de infecções microbianas

(MONDELLO et al., 2006; AVOSEH et

al., 2015; BATUBARA et al., 2015).

Os terpenóides, são componentes

importantes dos óleos essenciais com vasta

atividade biológica, incluindo uma ampla

atividade antifúngica (LORENZI et al.,

2009).

Além disso, existe um interesse crescente

na utilização de terapia de combinação

para evitar os efeitos colaterais associados

com doses elevadas ou uso a longo prazo

de drogas convencionais (WAGNER,

2006). Ele inclui o uso de combinações de

substâncias sintéticas, bem como de

produtos naturais, juntamente com os

medicamentos convencionais contra várias

doenças infecciosas, tais como candidíase

(WAGNER, ULRICH-MERZENICH,

2009).

Neste contexto, buscou-se avaliar o

potencial antifúngico do (R)-(+)-CT

isolado e associado ao fluconazol e ao

itraconazol frequentemente utilizados no

tratamento da candidíase vulvovaginal.

Metodologia

Determinação da concentração

inibitória mínima (CIM) e concentração

fungicida mínima (CFM)

A determinação da CIM do produto sobre

as cepas utilizadas nos ensaios biológicos

foi determinada pelo método de

microdiluição em caldo (CLEELAND,

SQUIRES, 1991, HADACEK, GREGER,

2000, NCCLS / NCCLS, 2002).

Diluições seriadas foram realizadas para

variar as concentrações de 1024-4 µg/mL.

Os controlos foram feitos para a

viabilidade e a suscetibilidade das células

fúngicas com o antifúngico padrão

anfotericina B. As placas foram incubadas

a 35±2 °C durante 24-48h. Após o tempo

de incubação, a presença (ou ausência) de

crescimento foi observada visualmente. A

CIM foi definida como sendo a mais baixa

concentração do produto que produziu uma

inibição visível do crescimento

microbiano.

A atividade antimicrobiana do produto foi

interpretada (considerado ativo ou não), de

acordo com os critérios propostos por

Morales et al, 2008: atividade boa/forte

(CIM: <100 µg/mL); atividade moderada

(CIM: 100-500 µg/mL); fraca atividade

(CIM: 500-1000 µg/mL); e produto inativo

/ nenhum efeito antimicrobiano (CIM: >

1.000 µg/mL).
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A CFM foi definida como sendo a menor

concentração do produto que inibiu o

crescimento das leveduras ou permitindo

ocorrer crescimento inferior a três UFCs,

resultando assim em atividade fungicida

99,9% (ERNST et al., 1996, ESPINEL-

INGROFF, 2002).

Os ensaios de atividade biológica foram

realizados em duplicata, e os resultados

foram expressos como a média aritmética

da CIM e da CFM.

Ensaios de suscetibilidade

O teste de suscetibilidade fúngica foi

realizado com base na técnica de disco-

difusão em meio sólido (BAUER, et al.,

1966; KONEMAN et al., 1993;

HADACEK, GREGER, 2000). Neste

ensaio foram utilizados os seguintes

antifúngicos: fluconazol (25 µg) e

itraconozol (10 µg) A interpretação dos

resultados foi realizada utilizando os

critérios sensível ou resistente

recomendados pela (CECON) Ltd. (São

Paulo, SP, Brazil) e o CLSI, 2009.

Estudo de associação in vitro

Os ensaios de suscetibilidade da

combinação do (R)-(+)-CT com os agentes

antifúngicos, foram realizados também

com base na técnica de disco-difusão em

meio sólido (OLIVEIRA et al., 2006,

OSTROSKY et al., 2008).

Neste ensaio, os discos de antifúngicos nas

suas respectivas concentrações foram

embebidos com 10 µL da CIM do produto,

e posteriormente dispensados em placas de

Petri contendo ASD inoculados com 1 mL

das suspensões fúngicas. Em seguida, as

placas foram incubadas a 35±2 °C por 24-

48h.

As interações do (R)-(+)-CT com os

agentes antifúngicos foram considerados

positivos (sinergismo), quando a zona de

inibição da aplicação combinada foi (≥ 2

mm) em relação ao antifúngico

isoladamente, negativo (antagonismo),

quando a zona de inibição da associação

foi (≤ 2 mm) ao apresentado pelo

antifúngico isolado e “interação 0”

(indiferente), quando a zona de inibição da

combinação foi igual ao do antifúngico

isoladamente (CUENCA-ESTRELLA,

2004, CLEELAND, SQUIRES, 1991).

Os ensaios foram realizados em duplicata e

os resultados foram expressos pela média

aritmética dos diâmetros formados nos dois

ensaios paralelamente.

Resultados e discussão

Neste estudo, observou-se que o (R)-(+)-

CT mostrou excelente eficácia antifúngica

em 90% das cepas C. albicans. De acordo

com os critérios de Morales et al., 2008,

este fitoconstituinte mostrou forte

atividade anti-C. albicans porque o valor

da CIM90% foi menor que 100 µg/mL (A

CIM do (R)-(+)-CT variou entre 64 e 16

µg/mL, no entanto este último corresponde
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a inibição do crescimento fúngico em 90%

das cepas ensaiadas (Tabela 1)). Na

literatura, este produto também mostrou ter

boa atividade fungicida, bactericida,

tripanocida e leishmanicida (ZORE et al.,

2011, PEREIRA et al., 2015).

Neste trabalho, também constatou-se o

efeito fungicida do (R)-(+)-CT em 90% das

cepas C. albicans (CFM90% = 32 µg/mL).

De acordo com Hafidh et al., 2011 o efeito

fungicida de um produto natural como o

citronelal, é observado quando o quociente

entre a CFM/CIM está compreedido entre

1 e 2 (Tabela 2).

Para os testes de suscetibilidade, observa-

se uma menor sensibilidade ao fluconazole

e ao itraconazole reportada para amostras

clínicas vulvovaginais (Tabela 3),

(DALAZEN et al., 2011, ABACI,

HALIKI-UZTAN, 2011). Desta forma, C.

albicans mostra-se predominantemente

resistente assemelhando-se ao perfil desse

trabalho (SPAMPINATO, LEONARDI,

2013).

As pesquisas das interações de produtos

naturais e sintéticos sobre a efetividade dos

agentes antifúngicos convencionais nos

parece bastante promissor se a combinação

resulta em melhor espectro de atividade e

toxicidade reduzida em comparação com

os esquemas complementares de agente

único (AHMAD et al., 2010). Desta forma,

parece que a modificação da atividade

antimicrobiana resultante de associações,

com ampliação do perfil de sensibilidade

de cepas fúngicas resistentes mostra ser

uma nova estratégia na clínica, com o

potencial de ser um modificador do perfil

de resistência (RIBEIRO et al., 2013).

Portanto, essas interações podem ocasionar

maior influxo dos agentes antifúngicos,

resultando em aumento das zonas de

inibição e diminuindo desta forma a

resistências destas leveduras (Tabela 4),

(ZORE et al., 2011).

Conclusão

Com base nos dados apresentados, o

citronelal, apresentou atividade fungicida,

sendo capaz de inibir uma infecção em seu

início. Além disso, este monoterpeno

também mostrou agir sinergicamente com

fluconazol e itraconazol. Assim este

composto pode torna-se uma alternativa na

quimioterapia antifúngica monoterapica

para a CVV e a CVVR ou em combinação

com drogas convencionais. No entanto,

existe uma necessidade de mais estudos

que visam correlacionar sua potente

atividade antifúngica in vitro e in vivo

provando sua segurança para aplicação

clínica.
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Tabela 1. Valores da CIM90% (µg/mL) do (R)-(+)-CT contra cepas de C. albicans por

microdiluição.

Tabela 2. Valores da CFM90% (µg/mL) do (R)-(+)-CT contra cepas de C. albicans.

Tabela 3. Teste de suscetibilidade das cepas C. albicans a antifúngicos padrão. Média dos

halos em (mm).



(83) 3322.3222
contato@conbracis.com.br
www.conbracis.com.br

Tabela 4. Média dos diâmetros em (mm) do ensaio de combinação do (R)-(+)-CT com

antifúngicos padrão contra C. albicans em meio solido.


