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RESUMO

Infec¢des flngicas causadas por espécies do género Candida s@o responsdveis por altos
indices de morbimortalidade em hospitais em todo mundo, afetando principalmente a
populacdo de imunocomprometidos. Dentre os fungos, Candida albicans é a espécie mais
frequentemente isolada de amostras clinicas de lesdes superficiais e sistémicas. Este problema
estd associado ao aumento de resisténcia dos fungos patogénicos aos agentes utilizados no
esquema terapéutico e ao nimero limitado de drogas para a cura dessas infec¢des. Dadas
essas dificuldades, a busca por novos fadrmacos com atividade antifungica tornou-se cada vez
mais importante. Nesse sentido, os produtos naturais sdo conhecidos por serem fontes
potenciais de farmacos antimicrobianos sendo ainda poucos explorados. A associagdo entre
farmacos usualmente utilizados na prética clinica com outras substancias pode ter entre outras
vantagens a reducdo de efeitos adversos de medicamentos considerados téxicos. Por esta
razdo, este projeto teve como objetivos estudar a atividade antifingica do citronelal
isoladamente e em associagdo com a anfotericina B ou com o cetoconazol. A Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) do citronelal, anfotericina B e cetoconazol frente a cepas de Candida
albicans foram avaliadas pela técnica da microdiluicao, sendo ainda realizada a Concentragao
Fungicida Minima (CFM) do citronelal contra as mesmas cepas. As CIMs variaram entre 250
e 500 pg/mL, enquanto as CFMs foram entre 250 e 2000 pg/mL. Através da metodologia
checkerboard foi determinado o efeito da combinagdo do citronelal com a anfotericina B ou
com o cetoconazol. Este estudo demostrou que a associagdo do citronelal com o cetoconazol
mostrou-se aditivo contra uma cepa de C. albicans e indiferente para outra cepa. Enquanto
que a atividade combinada do citronelal com a anfotericina B demonstrou efeito indiferente
para todas as cepas ensaiadas. Em nenhuma das associacdes foi encontrada efeito antagonico.
De acordo com os dados obtidos neste trabalho, pode-se observar que o citronelal apresentou
boa atividade anti-Candida albicans e que foi capaz de reduzir as CIMs dos antifiingicos em
combinacdo. Essas informagdes servem de apoio para novas investigacdes de combinagdes

com outros antifungicos a fim de encontrar interacdes sinérgicas.

Palavras-chave: Candida albicans, antifingicos, citronelal, checkerboard.



ABSTRACT

Fungal infections caused by species of the genus Candida are responsible for high rates of
morbidity and mortality in hospitals around the world, affecting mainly the population of
immunocompromised. Candida albicans is the most frequently isolated species of superficial
and systemic injuries. This problem is associated with increased resistance of pathogenic
fungi to agents used in the treatment regimen and the limited number of drugs for curing such
infections. Given these difficulties, the search for new drugs with activity antifungal has
become increasingly important. In this sense, natural products are known to be potential
sources of antimicrobial drugs are still few explored. The association of drugs commonly used
in clinical practice with other substances may have other advantages from reduction of the
adverse effects of toxic drugs considered. For this reason, the present work aimed to study the
antimicrobial activity of citronellal alone and in combination with amphotericin B or
ketoconazole. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of citronellal, amphotericin B
and ketoconazole against strains of Candida albicans was evaluated by microdilution method,
and even made the minimal fungicidal concentration (MFC) of citronellal against these
strains. The MIC ranged between 250 and 500 pg/mL, while the MFCs were between 250
and 2000 pg/mL. The effect of citronellal combination with amphotericin B and ketoconazole
were evaluated by the checkerboard method. The results showed that the combination of
ketoconazole with citronellal showed additive effects against a strain of C. albicans and
indifferent to another strain. While the combined activity of citronellal with amphotericin B
showed indifferent effect for all the strains tested. In none of the associations was found
antagonistic effect. According to the data obtained in this work can be seen that the citronellal
showed good activity against C. albicans and has been able to reduce the MICs of antifungal
agents in combination. These results provide support for further investigation of combinations

with other antifungals in order to find synergistic interactions.

Keywords: Candida albicans, antifungal, citronellal, checkerboard.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia e prevaléncia de infec¢des invasivas causadas por fungos t€ém aumentado
nas ultimas décadas, especialmente nas grandes populacdes de doentes imunocomprometidos.
As espécies do género Candida sdo as causas mais comuns desse tipo de infec¢do. Estas
leveduras sdo comensais em humanos sauddveis, mais podem tornar-se patogénicas quando
ocorrem alteragdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou o comprometimento de
barreiras anatoOmicas secundariamente a queimadura ou procedimentos médicos invasivos
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; ACHKAR; FRIES, 2010; SARDI et al., 2013).

O niimero de drogas antiftiingicas disponiveis para o tratamento de infec¢des causadas
por esses microrganismos ainda é bastante limitado, principalmente em comparagdo com o
numero de drogas antibacterianas. Os principais grupos de agentes antiftingicos com agdo
sobre espécies de Candida sdo representados pelos derivados azdlicos e os antibidticos
poliénicos, sendo a anfotericina B recomendada para as formas mais graves de infeccdes, no
entanto, seu uso estd bastante relacionado a problemas de nefrotoxicidade. Além do mais, a
extensa exposicdo dos microrganismos as drogas tem aumentado o processo de resisténcia,
constituindo um sério problema na terapéutica das infec¢des fungicas (BERGOLD;
GEORGIADIS, 2004; JOHNSON; PERFECT, 2010).

Com isso a busca por novas drogas e agentes mais eficazes para combater esse tipo de
infeccOes vem se intensificando, e a associagdo entre agentes antimicrobianos é uma
estratégia bastante estudada e tem como beneficio a ampliacdo dos espectros de acdo das
drogas combinadas, a prevencdo de resisténcia, a reducdo de dose e consequentemente a
diminuicdo dos riscos de toxicidade das drogas utilizadas isoladamente, o que ¢é
essencialmente importante para medicamentos como a anfotericina B (VAZQUEZ, 2008;
JOHNSON; PERFECT, 2010). Os produtos de origens naturais sdo modelos atraentes para
esse fim, pois muitas plantas sdo geralmente usadas na medicina popular como agentes
antimicrobianos, na forma de Oleos esséncias e extratos (COWEN; ANDERSON; KOHN,
2002; BERGOLD; GEORGIADIS, 2004).

A partir disso, busca-se através desse trabalho estudar a atividade antifingica do
citronelal quando associado com a anfotericina B ou com o cetoconazol. As atividades de
cada droga foram determinadas através da técnica de microdilui¢cdo por checkerboard, um
método de diluicdo em caldo que visa determinar a concentragdo inibitoria minima (CIM) de

cada composto em combinag¢do um com o outro. Além disso, foram determinadas as CIMs do
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citronelal, cetoconazol e anfotericina B contra as cepas de Candida albicans e avaliada a

Concentragdo Fungicida Minima (CFM) do citronelal frente ao mesmo fungo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os fungos sdo organismos eucariontes, heterotréficos, unicelulares ou multicelulares
que estdo amplamente distribuidos na natureza, onde sdo encontrados em varios habitats.
Estes microrganismos diferem de outros seres eucariotos por possuirem uma parede celular
rigida constituida principalmente de glicano e quitina (ALVARES; SVIDZINSKI;
CONSOLARO, 2007; PFALLER et al., 2009). A membrana plasmética dos fungos também
difere das membranas animais por apresentar o ergosterol, ao invés de colesterol, como
principal esterol. Este esteroide € responsdvel por intimeras propriedades fisicas importantes
das membranas, tais como estrutura, permeabilidade e modulagdo da fluidez (LOGUERCIO-
LEITE et al., 2006; ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007). De acordo com sua
morfologia, os fungos podem ser classificados em filamentosos, leveduras e dimorficos. Os
primeiros sd@o formados por longos filamentos de células conectadas denominados de hifas.
Enquanto que as leveduras sdo caracteristicamente esféricas ou ovais, reproduzem-se por
brotamento e formam col6nias pastosas ou cremosas. Deste grupo fazem parte os
representantes do género Candida (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Os fungos
dimérficos sdo aqueles que se apresentam sob ambas as formas, ou seja, exibem forma de
crescimento uni e multicelular segundo as condi¢des ambientais. Quando incubadas a uma
temperatura de 25 a 30°C, os fungos apresentam a forma filamentosa e quando cultivados de
35 a 37°C, apresentam a forma de levedura. (ANVISA, 2004; WINN et al., 2008).

Segundo a classificacdo taxonOmica, o género Candida pertence ao reino Fungi,
divisdao Eumycota, classe Blastomycetes e familia Cryptococcacea (GIOLO; SVIDZINSKI,
2010). Este género engloba mais de 150 espécies, dentre estas, a Candida albicans, Candida
glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis sdo os principais
representantes de interesse clinico por serem importantes agentes etiologicos de infecgdo
humana. Mais de 90% das infeccdes invasivas por fungos sdo causadas por essas espécies
(SARDI et al., 2013).

As espécies do género Candida residem como comensais, fazendo parte da microbiota
normal da cavidade oral, do trato grastrointestinal, da vagina, da uretra e dos pulmdes de
individuos sadios (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013). Entretanto, quando ocorre ruptura
desse equilibrio com o hospedeiro ou o sistema imune deste encontra-se comprometido, essas
leveduras podem tornar-se patogé€nicas (MIOTTO et al.,, 2004; MONGE et al., 2006;
GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).
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Dentre as espécies de Candida spp, a C. albicans é considerada a principal levedura
patogénica oportunista por ser a espécie mais frequentemente isolada em humanos.
(ACHKAR; FRIES, 2010). Este fungo apresenta-se sob varias formas, que sdo chamadas de
variagdes adaptativas, sendo as formas de leveduras associada a colonizagdo assintomatica,
enquanto que as formas filamentosas sdo observadas em processos patogénicos (MONGE et
al., 2006). A mudangca na morfologia de fase leveduriforme para filamentosa pode ser
induzida por uma variedade de condi¢des ambientais, como varia¢do de temperatura e de pH.
A capacidade de formar tubos germinativos por essa espécie contribui para sua viruléncia
(ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; BARBEDO; SGARBI, 2010). Além
disso, sob condi¢cdes impréprias de crescimento, esse fungo pode desenvolver
clamidoconidios, estruturas de resisténcia, constituidos de reservas nutritivas € membrana
espessa que permitem resistir aos fatores externos, ou seja, o fungo tem a capacidade de
adaptar-se a diferentes nichos bioldgicos, podendo ser considerado, um organismo
“pleomoérfico” (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; BARBEDO; SGARBI,
2010).

A patogenicidade da C. albicans € atribuida aos diversos fatores de viruléncia que lhes
permitem disseminar-se e colonizar uma variedade de tecidos (SARDI et al., 2013). Entre os
fatores encontram-se os mecanismos especificos e inespecificos de adesao a substratos inertes
e bioldgicos, pleomorfismo, mudanca fenotipica, formacdo de biofilme, producio de toxinas e
enzimas extracelulares hidroliticas, tais como proteases, fosfolipases e hemolisina e evasdo da
resposta imune do hospedeiro (SAMARANAYAKE et al., 2005; FISHER, 2011).

As infec¢des nosocomiais também chamadas de infec¢des hospitalares constituem um
problema crescente de saide publica em muitos paises, elevando o tempo de internacio e
consequentemente o aumento dos custos de hospitalizagcdo, além de contribuir para altas taxas
de morbimortalidade em hospitais de todo o mundo (MALUCHE; SANTOS, 2008). Segundo
Demitto et al., (2012) e Kaur et al., (2014), as leveduras do género Candida sao responsaveis
por 80% das infeccdes hospitalares por fungo e a C. albicans encontra-se como o principal
patdgeno responsével por esse tipo de infeccao.

Tais infec¢des envolvem um espectro amplo de doengas superficiais e invasivas que
acometem pacientes expostos aos varios fatores de risco, como a imunossupressao por varias
causas, uso de antibidticos de largo espectro, queimaduras, cirurgias extensas e corticoterapia
(RICHARDSON, 2005). A utilizagdo prolongada de cateteres juntamente com a

antibioticoterapia, também pode facilitar a multiplica¢do de leveduras no trato gastrointestinal
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ou na pele, facilitando a dissemina¢dao do fungo para a corrente sanguinea, provocando um
processo grave denominado de candidemia (FENNER et al., 2006; MALUCHE; SANTOS,
2008). De acordo com Giolo e Svidzinski (2010), a mortalidade atribuida direta ou
indiretamente a candidemia é de 40% a 60%.

Os principais agentes antifingicos disponiveis para o tratamento das infeccdes
fungicas sdo representados pelos antibidticos poli€nicos, como a anfotericina B e a nistatina, e
pelos derivados azdlicos, como cetoconazol, itraconazol e fluconazol (Figura 1) (RIBEIRO et
al., 2004). Dentre estes, a anfotericina B € considerada a mais efetiva contra as espécies de
Candida principalmente nos casos de infec¢des invasivas, porém seu uso estd associado a
efeitos adversos significantes (ODDS, 2003; BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; RIBEIRO et
al., 2004).

0
X
N W e
& N {’] N\)
Ve o AT
B - o
N ¥
F S==N o
CH a
F cl
1) Nj 2)
Cl—
- /-\-H—N
CH;
M @OH M ‘JH e
IJ | | ' [ |
0O OH OH OH OH O OH O OH OH OH OH 0 OH
(4) (3)

Figura 1. Estrutura quimica do fluconazol (1), cetoconazol (2), itraconazol (3),
anfotericina B (4) e nistatina (5)

Fonte: ODDS; BROWN; GOW (2003)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Odds%20FC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12823944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brown%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12823944
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A Anfotericina B € um antibidtico poliénico produzido naturalmente pelo
Streptomyces nodosus, bactéria que habita os solos (FILIPPIN; SOUZA, 2006). O espectro de
acdo da Anfotericina B € bastante amplo, incluindo quase todas as espécies de Candida,
algumas espécies de Aspergillus spp, Cryptococcus neoformans entre outros fungos (MELO,
DUARTE, SOARES, 2012). Pode assumir a¢do fungicida ou fungistatica, dependendo da sua
concentracdo e da sensibilidade ou resisténcia do microrganismo. Seu mecanismo de agdo
ocorre pela ligacdo ao ergosterol, principal componente da membrana celular fingica. Essa
interacdo com a membrana promove a formacdo de poros que permitem o extravasamento de
substancias intracelulares como ions e metabdlitos, levando a morte celular. Além disso, a
morte celular da C. albicans é também atribuida ao dano oxidativo provocado por esse
poliénico (GHANNOUM, RICE, 1999; ODDS, BROWN, GOW, 2003; ODDS, 2003;
BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; RIBEIRO et al., 2004).

A semelhanca estrutural do colesterol ao ergosterol (Figura 2) explica em, grande
parte, os muitos efeitos colaterais agudos e cronicos da anfotericina B descritos apds a
administracdo em pacientes (COWEN; ANDERSON; KOHN 2002; CARRILLO-MUNOZ et
al., 2006). Entre os efeitos decorrentes da toxicidade da droga encontram-se anemia,
leucopenia, trombocitopenia e nefrotoxicidade (FILIPPIN; SOUZA, 2006; JOHNSON;
PERFECT, 2010; BANERJEE; BURKARD; PANEPINTO, 2014). Este ultimo representa um
grande problema na utilizagdo do farmaco, devido sua alta incidéncia e morbidade
(LANTARDO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). Estes danos sao justificados pelo
mecanismo de acdo da molécula que apresenta certa afinidade com o colesterol, um

constituinte da membrana celular dos mamiferos (ODDS; BROWN; GOW, 2003).

HO ' HO

Colesterol Ergosterol

Figura 2. Estrutura quimica do colesterol e do ergosterol

Fonte: SAMPAIO-SANTOS; KAPLAN (1997)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burkard%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24498052
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Enquanto isso, os antiftingicos azdlicos causam menos reagdes adversas que a
anfotericina B, mas sdo menos potentes que a mesma. Além do mais, o uso excessivo desses
medicamentos levou ao aparecimento de resisténcia em espécies suscetiveis, apresentando
ainda a desvantagem da resisténcia cruzada (NOBRE et al, 2002; BERGOLD;
GEORGIADIS, 2004; SUN et al., 2009).

O tratamento das infecc¢des flingicas tem-se tornado cada vez mais dificil, devido ao
aumento crescente da resisténcia dos microrganismos as drogas antiftingicas (FENNER et al.,
2006). Alguns compostos azdlicos como fluconazol e itraconazol tem tido sua eficicia clinica
diminuida em decorréncia do desenvolvimento de resisténcia secunddria por espécies do
género Candida. A resisténcia a estas drogas estd relacionada a mecanismos moleculares que
incluem bombas de efluxo, mutagdo da enzima-alvo do medicamento e alteracdo de outras
enzimas na mesma via biossintética. Além de outros fatores como o uso amplo e prolongado
desses medicamentos na pratica médica hospitalar e na comunidade (COWEN; ANDERSON;
KHON, 2002; SARDI et al., 2013).

Diante das limitagdes para o uso dos farmacos comerciais, como a evidéncia de
resisténcia microbiana, alto custo e ocorréncias de efeitos indesejdveis, algumas substincias
de origem natural t€ém sido apontadas como possibilidades de tratamento.

Ao longo dos anos, os produtos de origem vegetal tornaram-se as bases para o
tratamento de diferentes doengas. De acordo com Aradjo (2009), o uso de plantas como fonte
de medicamentos € predominante em vdarios paises em desenvolvimento como uma solucio
alternativa para problemas de saide e estd bem estabelecido em algumas culturas e tradi¢des.
Entre as principais estratégias utilizadas na busca de novos farmacos estd a informacdo de
como as plantas sdo utilizadas por diferentes grupos étnicos (RATES, 2001).

Na pesquisa de produtos naturais, os Oleos essenciais assumem uma posi¢do de
destaque entre os compostos mais estudados dadas suas propriedades singulares. Diversos
estudos t€ém comprovado o efeito de compostos extraidos de 6leos essenciais de plantas que
atuam como fungicidas naturais e um nimero significativo destes constituintes tem se
mostrado eficaz (SEIXAS, 2011). Os ¢leos essenciais sdo considerados um dos grupos mais
promissores de compostos naturais para o desenvolvimento de agentes antifiingicos mais
seguros (SHIN; LIM, 2004; OLIVEIRA, M., 2011).

Os dleos essenciais constituem uma mistura complexa de compostos volateis extraidos
de plantas aromdticas, nas quais sdo produzidos como consequéncia do metabolismo

secundério. Na natureza, esses compostos desempenham um importante papel na prote¢ao dos
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vegetais, atuando como agentes antibacterianos, antifingicos, favorecendo a dispersdao do
poélen e sementes e repelindo insetos indesejdveis. Devido a essas propriedades, os dleos
essenciais sdo largamente empregados pela industria farmacéutica (BAKKALI et al., 2008;
HONG-WEI et al., 2014).

Dada a sua composi¢do complexa, os 6leos essenciais demonstram uma variedade de
acoes farmacoldgicas, tornando-os potenciais fontes para o desenvolvimento de novas drogas.
Entre os védrios componentes quimicos presentes nesses Oleos destacam-se os terpenos e
fenilpropandides (BAKKALI er al., 2008). Os terpenos sdo representados principalmente
pelos sesquiterpenos € monoterpenos. Estes dltimos compdem cerca de 90% dos Oleos
essenciais, sdo altamente hidrofébicos e tem sua atividade bioldgica relacionada a interagdes
com a membrana dos microrganismos (BAKKALI et al., 2008).

O Cymbopogon winterianus, mais conhecido como citronela de Java € largamente
cultivada nas regides tropicais do planeta por suas propriedades aromaticas (Figura 3). Esta
planta possui o citronelal, geraniol e o citronelol como principais constituintes do seu 6leo
essencial com 34,0 a 58,7 %, 14,6 a 29, 0% e 10,0 a 18,8% respectivamente (ROCHA;
MING; MARQUES, 2000; GANJEWALA, 2009). Estes, por sua vez, ja tétm reconhecida sua
capacidade de inibir o crescimento fingico, o que os tornam interessantes alvos de pesquisa,
vista a incidéncia de patégenos cada vez mais resistentes as drogas sintéticas disponiveis

(BARBOSA, 2011).

Figura 3. Cymbopogon winterianus Jowitt

Fonte: http://www.jeyexports.com/herbal.html
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Na literatura encontram-se vérios estudos sobre a atividade antifiingica de extratos de
plantas, 6leos essenciais e seus componentes quimicos contra cepas de fungos de varios
géneros. O citronelal, por exemplo, ji foi testado em M. gypseum, Sporothrix schenckii e
Aspergillus Niger (FRIAS; KOZUSNY-ANDREANI, 2009). Neste trabalho, o citronelal teve
sua atividade antiftingica avaliada sobre cepas de C. albicans.

O citronelal € um monoterpeno de fun¢do aldeidica (Figura 4) com elevada atividade
antimicrobiana, principalmente contra espécies de fungos como as leveduras (SEIXAS, 2011).
De acordo com Garcia et al. (2008) a atividade do citronelal estd relacionada com a
granulacdo do citoplasma, ruptura da membrana citoplasmética e inativagdo ou inibi¢do da
sintese de enzimas intracelulares e extracelulares. E um composto amplamente utilizado pela
industria para diversos fins e como material bdsico para a sintese de importantes compostos

quimicos denominados iononas e para a sintese de vitamina A (CASTRO et al., 2010).

CH,

HsC CHj,

Figura 4. Estrutura quimica do citronelal

Fonte: GANJEWALA (2009)

Devido ao aparecimento de microrganismos patdgenos menos sensiveis aos
medicamentos atualmente disponiveis, a busca por novos agentes antimicrobianos tornou-se
cada vez mais necessdria. Entre as alternativas de tratamento de agentes refratirios encontra-
se a combinacdo de compostos atuais com novos compostos de atividade antifungica. Esta
estratégia busca promover uma maior eficdcia no tratamento, permitindo a utilizagdo de doses
menores de cada droga (DRAGO et al., 2007; CUENCA-ESTRELLA, 2004).

A Sociedade Brasileira de Infectologia define combinacdo terapéutica como aquela em
que dois antimicrobianos sdo utilizados para a cobertura do mesmo patdégeno, no intuito de se
melhorar a eficdcia clinica, seja ela através da potencializacdo do efeito antimicrobiano

(sinergismo) seja pela prevenc¢do de surgimento de resisténcia durante o tratamento.
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Geralmente, a atividade antifingica dos Oleos essenciais e de seus componentes &
considerada leve em comparacdo com as substancias sintéticas comumente utilizadas na
terapia antifingica. Este fator justifica a combinagdo desses produtos naturais com
antifingicos usados na prética clinica para observar possiveis efeitos sinérgicos (SHIN; LIM,
2004).

Estudos apontam experiéncia clinica com terapia combinada bem sucedida de
antifingicos para o tratamento de Cryptococcus, na qual foi usado a anfotericina B acrescida
de flucitosina, demonstrando ainda que uso da flucitosina sozinha resultou no rdpido aumento
de resisténcia durante a terapia contra infeccdo por Candida e Cryptococcus (OSTROSKY-
ZEICHNER, 2008; KIBBLER, 2012).

A combinacdo de dois agentes diferentes amplia o espectro de atividade por meio dos
diferentes mecanismos de acdo que cada droga exerce o que € interessante, especialmente, no
inicio da terapia uma vez que o nimero elevado de microrganismo dificulta a taxa de mutagdo
que possa levar a selecdo de organismos resistentes. A anfotericina B, por exemplo, aumenta
a permeabilidade da membrana celular fungica, facilitando a penetracdo da flucitosina e
permitindo niveis intracelulares mais elevados deste farmaco. Isso proporcionard um efeito
terapéutico positivo nos casos de infec¢do causada por espécie considerada menos susceptivel
a esse composto (KIBBLER, 2012).

Dentre outras combinag¢des j4 documentadas, estdo os derivados azdlicos com
poliénicos ou com a flucitosina, bem como equinocandinas com azdlicos ou poliénicos.
Muitos desses estudos tém apresentado interacdo in vitro frente as diversas espécies de fungos
como Aspergillus spp, Candida spp, Cryptococcus neoformans (OSTROSKY-ZEICHNER,
2008; VAZQUEZ, 2008).

Entre os beneficios potenciais oferecidos pela combinacdo de antimicrobianos estdo a
reducdo de doses dos medicamentos individuais o que pode minimizar a toxicidade, o
aumento da poténcia e do espectro de atividade, a prevencdo do surgimento de resisténcia
fingica e reducdo da duragdo da terapia (CHATURVEDI et al., 2011; KIBBLER, 2012). De
modo geral, seu principal objetivo € melhorar as respostas das substincias envolvidas na
associacdo e reduzir a mortalidade de pessoas por infecgdes fungicas (KIBBLER, 2012).

Existem varios modelos experimentais que mensuram os efeitos de combinacdo entre
drogas. Uma das formas mais conhecidas € o teste de checkerboard, que utiliza tubos ou
placas de microdilui¢do para testar dois agentes antiftingicos em concentracdes diferentes, as

dilui¢des variam acima e abaixo da CIM para o fungo a ser testado. Os dados obtidos sdo
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interpretados através da determinacao do indice de Concentracio Inibitéria Fracionada- ICIF,
que consiste na concentracdo mais baixa de cada droga capaz de inibir o crescimento

microbiano (ODDS, 2003; YAN et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Estudar a atividade antifingica do citronelal quando associado com a anfotericina B

ou com o cetoconazol.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do citronelal frente a cepas de
Candida albicans.

b) Avaliar a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do citronelal contra estas cepas.

c) Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da anfotericina B e do
cetoconazol contra cepas de Candida albicans.

d) Verificar o efeito da associacdo do citronelal quando combinado com a anfotericina B

ou com o cetoconazol.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAL

Os estudos de investigacdo da atividade antiftingica foram desenvolvidos nos
Laboratérios de Bioquimica e Microbiologia do Centro de Educagdo e Saide da Universidade

Federal de Campina Grande, Cuité-PB.
4.2 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliacdo da atividade antifingica
foram o meio s6lido ASD (Agar Sabouraud Dextrose) e o meio liquido caldo Sabouraud

dextrose (CSD), adquiridos da Difco® preparados de acordo com as instrugdes do fabricante.
4.3 MICRORGANISMOS

Para os ensaios de atividade antifungica foram selecionadas um total de 05 cepas de
Candida albicans: ATCC 40042, ICB-12, LM-410, LM-393 e LM-178 cedidas pelo
Laboratério de Micologia da Universidade Federal da Paraiba. Todas elas foram mantidas em

tubos de ensaio contendo ASD inclinado sob refrigeracado (4°C).
4.4 ANTIFUNGICOS

Foram utilizados a anfotericina B e o cetoconazol. As solucdes dos antifingicos foram
preparadas somente no momento da execucdo dos testes, dissolvendo-os em 4gua destilada

estéril na presenca de dimetilsulf6xido (DMSO) e solubilizando-os com o auxilio do vértex.
4.5 PREPARACAO DA EMULSAO DA SUBSTANCIA TESTE

A emulsdo com o citronelal foi preparada no momento da execucdo dos testes,
dissolvendo em 4gua destilada estéril na presenca de Tween® 80 (polissorbato) e
solubilizando com o auxilio do vértex. O citronelal foi testado em concentracdes entre 2000

pg/mL e 1,95 pg/mL.
4.6 PREPARACAO DO INOCULO

As cepas de C. albicans foram cultivadas em meio ASD inclinado a 37°C por 24-48

horas. As suspensdes dos microrganismos foram preparadas em tubos contendo salina estéril
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(NaCl a 0,9%). Em seguida, essas suspensdes foram agitadas por 2 minutos com auxilio do
aparelho vortex. Apds agitacdo, cada suspensdo teve sua turbidez comparada e ajustada
aquela apresentada pela escala 0,5 de McFarland que corresponde a um indculo de
aproximadamente 1-5 x10° unidades formadoras de coldnias/mL - UFC/mL (Figura 5)

(CLEELAND; SQUIRES, 1991).
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Figura 5. Esquema ilustrativo de como foi preparado o indculo

Fonte: Elaborada pela autora
4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA-CIM

As CIMs do cetoconazol, anfotericina B e citronelal foram determinadas através da
técnica de microdiluicdo e conduzidas de acordo com as normas propostas pelo CLSI (2008)
(Clinical and Laboratory Standards Institute), documento M27-A3, com algumas
modificacdes. A determinacdo da CIM de cada composto foi determinada em microplacas de
96 cavidades e CSD como meio de cultura, as substincias foram diluidas seriadamente 1:2
para obten¢do de concentracdes entre 2.000 a 1,95 pg/mL. Os experimentos foram conduzidos
com aproximadamente 1-5 x10° unidades formadoras de colénias/mL. A dltima coluna da
placa foi utilizada para o controle negativo (apenas CSD) e controle positivo do experimento

(CSD e o microrganismo) (Figura 6). Todos os testes foram realizados em triplicata.
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As placas de microdilui¢do foram incubadas a 37°C e a leitura foi feita apds 24 horas,
observando presenca ou auséncia de crescimento visivel. A CIM foi considerada a menor

concentragdo da substincia testada que inibiu o crescimento do microrganismo.

Citronelal Inéculo
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00000000~ O0O000OO0O0O -+ 3125 pg/mL |ff 24n
00000000 - QOOOOOOO «|-> 15,62 pg/mL
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Figura 6. Esquema ilustrativo de como foi realizado a CIM

Fonte: Elaborada pela autora

4.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA-CFM

A determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima foi realizada em placa de Petri
contendo ASD. Uma aliquota de 10 uL. do contetido de cada uma das cavidades da placa de
microdilui¢do que representam as 4 menores concentr¢des onde ndo houve crescimento do
microrganismo foi semeada em uma placa de Petri (Figura 7). Apds 24-48 horas de incubagao
a 37°C, foi verificado o crescimento de colOnias nas respectivas concentragoes. A CFM
correspondeu a menor concentracdo da droga que reduziu > 99,9% de células (KLEPSER et

al., 1998; ERNST et al., 1999).
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Figura 7. Esquema ilustrativo de como foi realizado a CFM

Fonte: Elaborada pela autora

4.9 METODO CHECKERBOARD

Ap6s a defini¢do da CIM de cada droga antifingica e do citronelal foram realizadas as
combinagdes. O estudo de associacdo entre o cetoconazol e citronelal foi conduzido
utilizando-se a técnica de microdiluicdo por checkerboard. Inicialmente, foram preparadas
diluigdes do cetoconazol e do citronelal em sete concentracOes diferentes CIMx8, CIMx4,
CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4 e CIM/8 (Figura 8). Em seguida, 100 uL do CSD foram
distribuidos nos pocos da placa de microdiluicio de 96 cavidades. Depois 50 uL do
antifingico em diversas concentragdoes (CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM, CIMx2, CIMx4 e
CIMx8) foram adicionados no sentido vertical (ex.: cetoconazol) e 50 uL do citronelal
também em diferentes concentracdes foram adicionados no sentido horizontal da microplaca.
Desta maneira, as diversas concentragdes do citronelal foram testadas na presenca de vérias
concentracdes do cetoconazol. Por ultimo, foram acrescentados 20 uL do in6culo das cepas
ICB-12 e ATCC 76615, previamente ajustadas de acordo com a escala 0,5 de McFarland. O
mesmo procedimento foi realizado para associacdo da anfotericina B e citronelal. Todos os
testes foram realizados em triplicata. As placas foram incubadas a 37°C e a leitura foi feita
apos 24 - 48 horas para observar a presenca ou auséncia do crescimento fungico (Figura 9).

O Indice da Concentragdo Inibitéria Fracional (ICIF) foi calculada de acordo com a

equacao A/CIMA + B/CIMB = CIFA + CIFB = ICIF, onde A e B sao as CIMs da droga A e
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B em combinacdo respectivamente; CIMA e CIMB representam as CIMs das drogas A e B
sozinhas; CIFA e CIFB sdo as Concentracdes Inibitérias Fracionais das drogas A e B,
respectivamente. O ICIF foi interpretado da seguinte forma: < 0.5 sinergismo, > 0.5 ¢ < 1.0
aditismo, > 1.0 e < 4.0 representa indiferenca e > 4.0 ocorre antagonismo (CHIN;

WEITZMAN; DELLA-LATTA, 1997).
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CIMx8 CIMx4 CIMx2 CIM CIM/2 CIM/4 CIM/8

Figura 8. Esquema ilustrativo de como foram preparadas as dilui¢des dos antiftingicos e
do citronelal

Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 9. Esquema ilustrativo de como foi realizado o checkerboard.

Fonte: Elaborada pela autora
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E DA
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CEFM) DO CITRONELAL

Foram determinadas as concentracdes inibitorias minimas do citronelal frente a quatro
cepas de isolados clinicos ICB-12, LM-393, LM-410, LM-178 e frente a uma cepa padrao
ATCC-76615. Conforme mostram os resultados da Tabela 1, nota-se que o citronelal
apresentou inibi¢do a todos os microrganismos ensaiados, sendo a maioria deles sensivel a
concentracdo de 250 pg/mL, ao passo que a ICB-12 e ATCC-76615 demonstraram uma maior
resisténcia com inibicao do crescimento a concentracao de 500 pg/mL.

Quanto aos valores das CFMs, observou-se que o citronelal apresentou atividade
fungicida para as cepas LM-393, LM-410 e LM-178 na concentragdo 250 pg/mL, ou seja,
esse valor coincidiu com aqueles encontrados para as CIMs com as mesmas estirpes. No
entanto, os resultados obtidos para a ICB-12 e ATCC-76615 indicaram que a concentracao
capaz de matar 99,9% das células fingicas (CFM) € quatro vezes maior do que as CIMs
encontradas para essas cepas, como ilustrado na Tabela 1.

E importante enfatizar que nos controles positivos, apenas com o CSD e o
microrganismo, houve crescimento das cepas estudadas, mostrando a viabilidade do

experimento.

Tabela 1 - Resultados das CIMs do cetoconazol e anfotericina B e as CIMs e CFMs do

citronelal frente as cepas estudadas

Cetoconazol Anfotericina B Citronelal

(ng/mL) (ug/mL) (ng/mL)
Cepas CIM CIM CIM CFM
ICB-12 64 0,03125 500 2000
ATCC 76615 8 0,125 500 2000
LM-393 250 0,25 250 250
LM-410 31,25 0,25 250 250
LM-178 250 0,5 250 250

Fonte: Dados da Pesquisa, 2014

De acordo com Sartoratto et al., (2004) as CIMs com 50 e 500 pg/mL sdo
consideradas uma forte atividade antimicrobiana, com CIMs entre 600 e 1500 pg/mL

atividade moderada e CIMs acima de 1500 pg/mL sdo considerada atividade fraca. Portanto,



30

pode-se considerar que o citronelal possui forte atividade anti-Candida albicans, visto que a
CIM variou de 250 a 500 pg/mL

Resultados apresentados por Toscan (2010), demonstraram CIM mais baixa do
citronelal contra cepa de C. albicans com média de 4,78 a 0,23 ug/mL. Do mesmo modo Zore
et al., (2011) estudaram a atividade anti-Candida albicans do citronelal e tiveram bons
resultados de CIM.

Diversos estudos apontam atividade antimicrobiana do citronelal contra vdrias
espécies de fungos, incluindo fungos filamentosos. A literatura relata, por exemplo, inibi¢do
marcada de proliferagdo de micélio causada por citronelal em trabalho realizado por Garcia et
al., (2008) que encontraram atividade para os fungos Colletotrichum musae, Colletotrichum
gloeosporioides. Também Seixas (2011) obteve 6timos resultados em ensaios realizados com
esse composto, no qual foi observado 100% de inibi¢do do crescimento micelial do fungo
Fusarium subglutinans.

Além disso, diferentes Oleos essenciais demonstram significativas atividades
antifingicas como é o caso do 6leo essencial do Cymbopogon winterianus € Cymbopogon
nardus que possui o citronelal como constituinte majoritirio (CASTRO et al., 2010;
OLIVEIRA , W. et al., 2011). Como demonstrado por Cavalcante, Almeida e Padilha (2011) o
6leo essencial do Cymbopogon winterianus (citronela) foi efetivo contra espécies de género
Candida.

Devkatte, Zore, e Karuppayil (2005) determinaram a CIM e CFM de diferentes d6leos
essenciais contra C. albicans, inclusive do 6leo da citronela e encontraram valores de CFM
superiores ou iguais a CIM, assim como o presente estudo. Shin e Lim (2004) também
avaliaram a CIM e CFM de diferentes 6leos e dos componentes citronelol e geraniol sobre 6
cepas de Trichophyton spp e acharam CFMs mais elevadas do que as CIMs. Ainda de acordo
com 0s mesmos autores muitas substancias de origem natural apresentam apenas atividade
fungistitica, necessitando de concentracdes mais elevadas para atingir sua atividade
fungicida.

O citronelal também € ativo contra algumas espécies de bactérias como € o caso da
Propionibacterium acnes que teve seu crescimento inibido em estudo feito por Khunkitti ez
al., (2010), os quais determinaram a CIM e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) da
substancia, obtendo CIMs entre 3,12 a 6,25 pg/ml, além de efeito bactericida.

Os resultados deste trabalho corroboram com de outros autores, no que diz respeito a

eficacia do composto em inibir o crescimento fingico. H4 muito tempo os produtos naturais
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vem sendo utilizados para o tratamento de enfermidades. A histdria de utilizacdo de plantas
medicinais € tdo antiga quanto a histéria da humanidade (MORAIS-BRAGA et al., 2013). O
interesse por esses produtos vem aumentado nos dltimos anos (RATES, 2001). Pesquisadores
do mundo todo baseados no uso etnofarmacoldgico das plantas tem buscado novos compostos
com propriedades antiftingicas, tendo em vista o aumento da resisténcia flingica as drogas
antimicrobianas convencionais (ZAGO et al., 2009; ALMEIDA et al., 2012; LOBO et al.,
2013).

Muito se tem estudado a inibicdo de C. albicans por extratos, 6leos essenciais e
substancias isoladas de plantas com o objetivo de identificar substincias que tenham melhor
desempenho sobre tais microrganismos (CAVALCANTE; ALMEIDA; PADILHA, 2011).

Os dleos essenciais sdo os mais investigados em consequéncia do seu menor custo €
menor resisténcia microbiana (SEIXAS et al., 2011). E possivel que os 6leos essenciais atuem
na parede celular flingica, causando extravasamento do conteddo celular. A caracteristica
lipossolivel dos 6leos e de seus constituintes permite a interagdo com estruturas celulares que
também tem uma constitui¢do lipidica levando ao aumento da permeabilidade da membrana e
consequente morte celular (CASTRO; LIMA, 2010). Muitos estudos sd3o necessdrios para
elucidar com clareza o mecanismo de acdo desses produtos.

Uma grande dificuldade enfrentada em investigar a atividade in vitro de produtos
naturais estd na falta de padronizacdo dos testes de susceptibilidade antimicrobiana, o que
torna dificil a comparacdo dos resultados obtidos (HOOD; WILKINSON; CAVANAGH,
2003).

Diferentes metodologias tém sido empregadas para verificar a atividade in vitro de
6leos essenciais e seus componentes como a difusdo em disco, diluicdo em d4gar e
microdiluicdo em caldo para determinacio da concentracdo inibitéria minima
(NASCIMENTO et al., 2007). Este ultimo foi o método escolhido para realizar os ensaios
com o citronelal. Os testes realizados foram baseados no protocolo M27-A3 do CLSI (2008),
porém com algumas modificacdes, pois as metodologias propostas pelo CLSI ndo atendem as
especificagdes da substincia teste (NASCIMENTO et al., 2007). Sendo o citronelal uma
substancia de natureza lipofilica, adaptacdes foram necessdrias para garantir qualidade do
experimento. A volatilidade e a insolubilidade sdo desafios enfrentados durante os
experimentos com esse tipo de substancia, visando contornar essas dificuldades e alcancar
resultados mais seguros foi utilizado Tween® 80 (polissorbato) para permitir a solubilidade

do citronelal ao meio de cultura.
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A microdiluicdo é o método mais eficiente para atestar a atividade antimicrobiana de
substancias naturais. Além de ser de fécil execu¢do é também o que melhor oferece dados
quantitativos e permite uma facil interpretagdo, por isso € 6tima escolha para pesquisa de
novos produtos com potencial atividadade antiftiingica.

As determinagdes das CIMs no primeiro passo deste trabalho forneceram dados

indispensdveis para as etapas seguintes.

5.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DOS
ANTIFUNGICOS PADRAO

Os resultados de susceptibilidade das cepas estudadas frente a Anfotericina B e ao
Cetoconazol encontram-se descritos na Tabela 1. Contatou-se que todas as cepas tratadas com
anfotericina B apresentaram sensibilidade a droga apds 24 horas de incubacdo, sendo a ICB-
12 a levedura mais sensivel com CIM igual a 0,03125 pug/mL seguida pela ATCC 76615 com
CIM 0,125 pg/mL. Sao considerados resistentes os microrganismos cuja CIM seja > 4 ug/mL
0 que ndo ocorreu neste experimento, visto que todas as CIMs foram <1 pug/mL (CLSI,
2008). Em concordancia com estes resultados Lemos (2009) obteve CIMs semelhantes em
seus ensaios com CIMs de 0,125 e 0,25 pg/ml, assim como Nunes (2011) que encontrou CIM
< 0,5 pg/ml.

Ja estd bem fundamentada na literatura a acdo fungicida da anfotericina B em baixas
concentracdes. Batista, Birman e Cury (1999) mostraram em seus estudos que a anfotericina
B apresentou boa atividade fungistiatica com CIM igual a 0,03 mg/ml para a maioria das
leveduras estudadas. Observou, também, excelentes resultados para acdo fungicida com
CFMs variando de 0,03 a 0,15 pg/ml para 15 das 19 cepas de C. albicans.

Em relacdo ao cetoconazol observou-se resultados bastante varidveis. A cepa ATCC
76615 mostrou-se mais sensivel com CIM de 8 pg/mL, seguida da LM-410 com CIM 31,25
pg/mL, enquanto as cepas clinicas LM-393 e LM-178 indicaram maior resisténcia com CIMs
de 250 pg/mL. Batisma, Birman e Cury (1999) apresentaram CIMs do cetoconazol
equivalentes a 4 pg/mL para a maioria das cepas ensaiadas. Assim como Beneditti, Fornari e
Schervinski (2011) que mostraram que a C. albicans foi a espécie que apresentou maior
sensibilidade ao cetoconazol com concentracdes consideravelmente mais baixas. Os valores
das CIMs apresentados por este trabalho para o cetoconazol foram mais elevados do que os

relatados por outros autores, no entanto, é importante lembrar que vérios fatores podem
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influenciar na divergéncia desses resultados como a cepa do microrganismo sob investigacao

e as condi¢des de pesquisa (MUKHERIJEE et al., 2005).

5.3 DETERMINACAO DO INDICE DE CONCENTRACAO INIBITORIA FRACIONADA
(ICIF) DA ASSOCIACAO ENTRE OS ANTIFUNGICOS PADRAO E CITRONELAL
PELO METODO DE CHECKERBOARD.

Os resultados da combinacdo entre citronelal e anfotericina B, e citronelal com
cetoconazol pelo método de Checkerboard contra as cepas ICB-12 e ATCC 76615 estao
ilustrados nas Tabelas 2 e 3 respectivamente.

Neste estudo foi possivel observar que o citronelal apresentou efeito inibitério in vitro
no crescimento de cepas de C. albicans tanto testado isoladamente como em combinagdo.
Como ilustrado na Tabela 2, o citronelal foi capaz de reduzir a CIM da anfotericiana B para a
cepa ICB-12 em cerca de 8 vezes o valor da CIM da anfotericina B testada sozinha. Apds a
combinacdo com o citronelal, a CIM da droga padriao passou de 0,03125 para 0,004 pg/mL.
No entanto, houve valor crescente da CIM combinada para o citronelal quando ensaiada com
ATCC 76615. Valores constantes de CIMs foram avaliados para anfotericina B com ATCC
76615 e citronelal com a ICB-12. De acordo com a interpretacdo do ICIF, a interagdo entre as

drogas foi indiferente para as duas cepas.

Tabela 2 - Concentragio Inibitéria Minima (CIM - pg/mL) e Indice de Concentragio
Inibitéria Fracionada (ICIF) depois da combinagdo do citronelal com a Anfotericina B sobre

cepa de C. albicans ICB-12 e ATCC 76615

CIM das drogas associadas CIF* ICIF®
Cepa (ug/mL) Interacdo
Citronelal Anfotericina B Citronelal Anfotericina B
ICB-12 500 0,004 1 0,125 1,125 Indiferente
ATCC 76615 1000 0,125 2 1 3 Indiferente

Fonte: Dados da Pesquisa, 2014

“Concentragio Inibitéria Fracional; "Indice CIF

Com relagdo aos efeitos combinados do citronelal com cetoconazol, observou-se
reducdo das CIMs do cetoconazol para ambas as cepas estudadas com expressao maior para a
cepa ICB-12 que teve seu crescimento inibido com CIM 8 vezes menor. O mesmo ocorreu
para CIM combinada do citronelal para a cepa ATCC 76615 para qual também verificou-se

uma diminui¢do de 8 vezes. No entanto, nenhuma alteracdo foi observada para CIM do
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citronelal em combinagdo para ICB-12. Conforme a Tabela 3, os valores obtidos para o ICIF

indicaram interagdo do tipo indiferente para ICB-12 e aditivo para ATCC 76615.

Tabela 3 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM - pg/mL) e Indice de Concentragio
Inibitéria Fracionada (ICIF) depois da combinacdo do citronelal com o cetoconazol sobre

cepa de C. albicans ICB-12 e ATCC 76615

CIM das drogas associadas CIF* ICIF®
Cepa (ug/mL) Interacado
Citronelal ~ Cetoconazol Citronelal Cetoconazol
ICB-12 500 8 1 0,125 1,125 Indiferente
ATCC 76615 62,5 4 0,125 0,5 0,625  Aditivo

Fonte: Dados da Pesquisa, 2014

“Concentragio Inibitéria Fracional; "Indice CIF

Viérios estudos realizados in vitro, utilizando a combinacao de 6leos essenciais e seus
constituintes alcancaram resultados promissores, demonstrando que esta € uma alternativa
vidvel a ser utilizada no controle de infec¢des flingicas. A maioria dos casos mostraram efeitos
sinérgicos e aditivos e sO alguns indiferentes e antagénicos. Assim como foi feito por Shin e
Lim (2004) que investigaram a a¢do combinada do cetoconazol com citronelol e cetoconazol
com geraniol contra cepas de Trichophyton spp. e observaram fortes atividades sinérgicas
contra duas espécies de Trichophyton e aditividade para uma dada espécie.

Shin e Pyun (2004) também relataram aditividade em associacdo feita entre
cetoconazol com componentes majoritarios de 6leos essenciais contra C. tropicalis.

Da mesma forma, Mulyaporningsih et al, (2010) encontraram efeito aditivo na
maioria dos ensaios de combinacgdes entre terpendides realizados contra cepas de bactérias
multirresistentes.

Zore et al., (2011) avaliaram a atividade de seis terpendides em combinagdo com o
fluconazol sobre C. albicans e exibiram excelentes atividades sinérgicas em todos os ensaios,
inclusive, para a combinacdo entre citronelal e fluconazol na qual observaram redugdo de
CIM do fluconazol de 64 pg/mL para 4 pg/mL.

Amber et al., (2010) demostraram atividades sinérgicas entre o 6leo essencial de
Ocimum sanctum com o fluconazol ou o cetoconazol contra cepas de C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis. Neste estudo foi verificado que cepas diferentes da
mesma espécie tiveram respostas diferentes a combinacdo do Oleo essencial com cada

antifiingico, sendo que na maioria das combinacdes o efeito foi sinérgico, mas em algumas o
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efeito foi indiferente. A associacdo dos 6leos essenciais de Thymus broussonetti ou Thymus
maroccanus com anfotericina B ou fluconazol contra C. albicans tiveram efeito sinérgico
(SAAD et al., 2010). Assim como os Oleos essenciais de Pelargomium graveolens, Origanum
vulgare e Melaleuca alternifolia que também apresentaram sinergismo com anfotericina B
contra C. albicans (ROSATO et al., 2008).

Atividade de combinacgdes contendo citronelal contra C. albicans tem sido menos
investigada. Ressaltando a importancia de se explorar cada vez mais a a¢do antimicrobiana
dessa substancia, uma vez reconhecida sua atividade antiftingica.

O pequeno arsenal de drogas antifiingicas e a emergéncia de resisténcia por espécies
patogénicas, sobretudo por C. albicans, tem acarretado em dificuldades para tratamento
dessas micoses, 0 que tem levado a necessidade urgente de medicamentos mais eficientes e
mais seguros (SOARES, 2011). Dai a importancia da combinacdo de drogas antifungicas
como terapia alternativa, principalmente, nos casos de pacientes com infec¢des fingicas
invasivas graves ndo responsivos a monoterapia antiftingica habitual (ODDS, 2003).

A avaliagdo da combinacdo sinérgica de substidncias de origem vegetal com
medicamentos antifungicos tornou-se uma importante area de interesse. Muitos estudos nesse
sentido tém sido realizados para melhorar o desempenho biolégico das drogas convencionais
e permitir o uso de farmacos que apresentam considerdvel toxicidade (OLAJUYIGBE,;
AFOLAYAN, 2013).

Diversas substincias extraidas de plantas ja foram documentadas como potenciadores
sinérgicos atuando simultaneamente com drogas padrdo para aumentar o efeito dessas drogas.
Como ilustrado por Oliveira, S. et al. (2011) que demostrou que o extrato etandlico da casca
da Mangifera indica L. em combinacdo com antibidticos contra as estirpes de S. aureus
reduziu quatro vezes os valores da CIM para a tetraciclina e a eritromicina ( de CIM > 2048
pg/ml para MIC = 512 pg /ml ). O estudo indicou ainda que mesmo o extrato individual nao
tendo apresentado significativa atividade antibacteriana, o produto vegetal poderia servir

como uma fonte de potencial adjuvante de antibidticos.

A explicagdo para a acdo da terapia combinada € baseada essencialmente nos
mecanismos de acdo e respectivos alvos terapéuticos dos farmacos em estudo. Desta forma, as
combinagdes mais 1dgicas seriam aquelas que envolvem fadrmacos com diferentes mecanismos
de acdo (ZHU et al., 2004).

O citronelal atua sobre a membrana celular fungica (GARCIA er al., 2008). Este

mecanismo difere do mecanismo de acdo do cetoconazol, o qual atua na biossintese do
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ergosterol através da inibicdo seletiva da esterol-14-alfa-desmetilase, uma enzima do
citocromo P450 microssomal que converte o lanosterol em ergosterol. Esse processo provoca
anomalias na permeabilidade da membrana, levando a morte celular (CARRILLO—MUNOZ et
al., 2006). Assim, é possivel que o citronelal potencialize o acesso do cetoconazol ao
citoplasma das células flngicas agilizando o processo de morte do microrganismo.

Assim como o cetoconazol, a anfotericina B também atua por meio de mecanismo
diferente do citronelal. Ela causa altera¢do na permeabilidade da membrana celular do fungo,
através da sua ligacdo direta ao ergosterol, como ja esclarecido anteriormente (WINGARD:;
LEATHER, 2004; JOHNSON; PERFECT, 2010). E provivel que a ligacdo dessas duas
drogas em diferentes alvos cause a morte do microrganismo em menores concentragdes ja que
cada uma contribui de alguma forma para fragilizar a membrana celular, componente
importante para a sobrevivéncia do microrganismo (LOGUERCIO-LEITE et al., 2006).

Para o estudo da atividade in vitro da combinacdo de antifingicos foram
desenvolvidas varias metodologias, contudo, o checkerboard e o método da cinética de morte
(time-kill) sdao as técnicas mais frequentemente utilizadas (LEWIS er al, 2002). O
checkerboard € um método de facil execucdo e interpretacio, mas tem a limitacao de fornecer
apenas uma medida relativa da poténcia para a combinacdo e oferece poucos dados sobre a
dindmica da interacdo antifingica. Diferentemente do time-kill, que avalia a atividade
fungicida medindo o efeito da interacdo antiftingica sobre a taxa e extensdao da morte flingica
ao longo do tempo, mas possui algumas desvantagens como o tamanho do indculo e as
dificuldades de interpretacdo dos resultados, além de ser muito demorado e dispendioso
(WHITE et al., 1996; LEWIS et al., 2002; MUKHERIJEE et al., 2005; TEIXEIRA-SANTOS
etal.,2012).

Ainda ndo existe um método de referéncia padronizado para avaliar in vitro o efeito da
interacao de antifungicos. Dessa forma, o método de checkerboard é baseado no protocolo de
microdilui¢do desenvolvido pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). A
maioria das pesquisas envolvendo combinacdes entre antimicrobianos € realizada por essa
metodologia devido as vantagens oferecidas por ela. Logo, o presente estudo também optou
por essa técnica para realizar os ensaios de associacao.

As CIMs obtidas pelo método de checkerboard sdo usadas para calcular a concentracdo
inibitéria fracionada (CIF) e o indice da concentracdo inibitéria fracionada (ICIF). Estes
indices tém sido a forma mais comumente utilizada para caracterizar a atividade de

combinagdes entre antimicrobianos em laboratorio. O ICIF representa a soma das CIFs de
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todos os farmacos testados, sendo que a CIF € determinada para cada uma das drogas através

da divisdo da CIM de cada medicamento em combinac¢do pela CIM de cada droga utilizada

sozinha, conforme as equagdes 1 e 2 (JOHNSON, et al., 2004; BASSOLE; JULIANI, 2012).
Eq 1.

ICIF = CIF (citronelal ) + CIF (anfotericina B)

Eq?2

CIM (citronelal em combinagdo) N CIM (anfotericina B em combinagdo)
CIM (citronelal) CIM (anfotericina B)

ICIF =

Os valores dos ICIFs utilizados para definir a natureza da interac¢do entre as drogas
diferem entre as publicacdes, tornando complicada a comparagdo entre os estudos. A maioria
dos trabalhos publicados utilizam a defini¢do de sinergia quando o ICIF < 0.5, aditismo com
ICIF > 0,5 e < 1, indiferenca com ICIF > 1 e < 4 e antagonismo com ICIF > 4 (KILIC et al.,
2008). Outros estudos apresentam outras interpretacdes como, por exemplo, Pei et al. (2009)
definiram ICIF < 1 como sinérgico, ICIF = 1 como aditismo, ICIF > 1 e < 2 indiferente e ICIF
> 2 como antagonismo. Galluci ef al. (2009) consideraram efeito sinérgico o ICIF < 0,75
como aditismo o ICIF > 0,75 e < 2 e como efeito antagdnico o ICIF > 2. Devido as
divergéncias entre as pesquisas para classificar os tipos de interacdoes pelo método de
checkeboard, o presente trabalho assumiu as definicdes mais adotadas pela literatura. A
Tabela 4 ilustra simplificadamente as interpretagdes utilizadas por este estudo segundo a
classificacdo descrita por LEWIS et al., (2002), SHALIT et al., (2003), KILIC et al., (2008),
MULYANINGSIH et al., (2010) e CORREA-ROYERO et al., (2010).

Tabela 4- indice da Concentragio Inibitéria Fracionada (ICIF) e tipos de interacdes

Tipos de iteragoes ICIF
Sinérgica <05
Aditismo >0,5e<1
Indiferente >le<4
Antogonismo >4

Fonte: MULYANINGSIH et al., (2010)
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De acordo com Johnson et al., (2004) as terminologias empregadas para atribuir aos
resultados uma interpretacdo adequada também € um assunto de debate. No caso das
definicdes para sinergismo e antagonismo ainda existe uma concordancia geral entre os
autores. No entanto, ha muitas discussdes acerca dos termos aditismo e indiferente, pois
muitos os consideram como auséncia de interacdo entre os agentes combinados (CUENCA-
ESTELLA, 2004; TEIXEIRA-SANTOS et al., 2012).

O sinergismo € uma interacdo positiva que ocorre quando dois agentes combinados
exercem um efeito inibitério maior do que a soma dos seus efeitos individuais e antagonismo
¢ uma interacdo negativa observada quando o efeito das drogas combinadas ¢é
significativamente inferior do que a resposta de cada uma delas utilizada separadamente. Por
outro lado, a aditividade € observada quando o resultado de uma combinagdo € igual a soma
dos efeitos de cada droga testada isoladamente, enquanto a indiferenca sugere que o efeito
combinado € igual ao obtido apenas com a droga que € mais eficaz (CUENCA-ESTELLA,
2004; ODDS, 2003).

Os resultados da combinacado do citronelal com a anfotericina B e do citronelal com o
cetoconazol ndo atingiram os critérios estabelecidos para que a combinacio entre as duas
substancias fosse considerada sinérgica, mas isso ndo implica dizer que nao houve nenhum
beneficio em associd-los, visto que a inibi¢do do crescimento flingico foi possivel em
concentracdes inferiores tanto da anfotericina B quanto do cetoconazol quando eles foram
associados ao citronelal.

Para Argenta (2008) e Zhu et al., (2004) uma combinacdo € considerada ideal quando
€ sinérgica, porém a auséncia de sinergismo nem sempre significa que ndo hd nenhum
beneficio entre as combinagdes terapéuticas. Pois a associacdo entre duas drogas pode
aumentar a taxa de morte microbiana e encurtar a duragdo do tratamento, além de permitir o
uso de doses mais baixas de cada composto e consequentemente reduzir os efeitos toxicos das
drogas utilizadas individualmente. Ao mesmo tempo, a combinacdo entre medicamentos que
atuam por meio de mecanismo de acdo diferentes pode evitar o aparecimento de resisténcia.

Ficou evidente neste trabalho que o efeito inibitorio das drogas foi mais evidente
quando foram utilizadas em combinagdo com o citronelal, as quais foram capazes de inibir o
crescimento in vitro das cepas de C. albicans em concentracdes menores do que quando

utilizadas sozinhas.
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6 CONCLUSOES

Os resultados apresentados por este estudo demonstraram que o citronelal foi efetivo
contra os fungos testados e sua associagdo com o cetoconazol mostrou aditividade para a cepa
ATCC 76615, pois as CIMs de ambas as substancias foram reduzidas. No entanto, a
associacdo com a anfotericina B mostrou-se indiferente em todos os ensaios € ndo houve
interacdo antagénica em nenhum dos casos. Ponto importante a ser considerado, ja que ¢é
interessante que os estudos de associac@o entre antifiingicos ndo apresente antagonismo, pois
neste conceito a interacdo do efeito das drogas ensaiadas ndo diminui a sensibilidade do
microrganismo.

O reconhecimento da atividade do citronelal sobre as cepas de C. albicans evidenciada
por este trabalho representa uma importante informacdo para avaliar a viabilidade da
utilizagcdo de tal substincia para obten¢do de medicamentos para uso na prética clinica. Mas
vale salientar a necessidade de mais estudos que avaliem a eficidcia e a seguranga para

assegurar seu uso in vivo.
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