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RESUMO

Infec¢Bes fungicas causadas por espécies do género Candida sdo responséveis por altos indices de
morbimortalidade, afetando principalmente imunocomprometidos. Dentre os fungos, Candida albicans é a
espécie mais frequentemente isolada de amostras clinicas. Problema associado ao aumento de resisténcia dos
fungos patogénicos aos agentes utilizados no esquema terapéutico e ao niumero limitado de drogas para a cura
dessas infec¢Bes. Com isso, a busca por novos farmacos com atividade antifingica tornou-se cada vez mais
importante. O trabalho objetiva estudar a atividade antifiungica do citronelal isoladamente e em associagdo com
a anfotericina B ou com o cetoconazol. A Concentragdo Inibitéria Minima do citronelal, anfotericina B e
cetoconazol frente a cepas de Candida albicans foram avaliadas pela técnica da microdiluicdo, sendo ainda
realizada a Concentracdo Fungicida Minima do citronelal contra as mesmas cepas. Através da metodologia
checkerboard foi determinado o efeito da combinacé&o do citronelal com a anfotericina B ou com o cetoconazol.
Este estudo demostrou que a associacdo do citronelal com o cetoconazol mostrou-se aditivo contra uma das
cepas de C. albicans e indiferente para outra cepa. Enquanto que a atividade combinada do citronelal com a
anfotericina B demonstrou efeito indiferente para as cepas ensaiadas.

Palavras-chave: Farmacoterapia, antifingicos, checkerboard.
ABSTRACT

Fungal infections caused by species of the genus Candida are responsible for high morbidity and
mortality rates, mainly affecting immunocompromised individuals. Among fungi, Candida albicans is the most
frequently isolated species of clinical specimens. A problem associated with increased resistance of pathogenic
fungi to the agents used in the therapeutic regimen and the limited number of drugs to cure these infections. As
a result, the search for new drugs with antifungal activity has become increasingly important. The aim of this
study is to study the antifungal activity of citronellal alone and in combination with amphotericin B or
ketoconazole. The Minimal Inhibitory Concentration of citronellal, amphotericin B and ketoconazole against
strains of Candida albicans were evaluated by the microdilution technique, and the Minimum Fungicide
Concentration of citronellal against the same strains was also performed. Through the checkerboard
methodology the effect of the combination of citronelal with amphotericin B or with ketoconazole was
determined. This study showed that the association of citronellal with ketoconazole was shown to be an additive
against one of the strains of C. albicans and indifferent to another strain. While the combined activity of
citronellal and amphotericin B demonstrated an indifferent effect on the strains tested.

Keywords: Pharmacotherapy, antifungal, checkerboard.
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INTRODUCAO

A incidéncia e prevaléncia de infeccbes
invasivas causadas por fungos tém aumentado
nas ultimas décadas, especialmente nas grandes
popula¢cbes de doentes imunocomprometidos. As
espécies do género Candida (Figura 1) sédo as
causas mais comuns desse tipo de infeccao.
Estas leveduras sdo comensais em humanos
saudaveis, mais podem tornar-se patogénicas
guando ocorrem alteracdes nos mecanismos de
defesa do hospedeiro ou 0 comprometimento de
barreiras  anatdmicas secundariamente a
gueimadura ou procedimentos médicos invasivos
(PEIXOTO et al.,, 2016; PILMIS et al.,, 2016;
OZER, DURMAZ, YULA, 2016).

O numero de drogas antifungicas
disponiveis para o tratamento de infeccdes
causadas por esses microrganismos ainda é
bastante limitado, principalmente em
comparagdo com O numero de drogas
antibacterianas. Os principais grupos de agentes
antifingicos com acdo sobre espécies de
Candida sé&o representados pelos derivados
azélicos e os antibidticos poliénicos (Quadro 1),
sendo a anfotericina B recomendada para as
formas mais graves de infec¢des, no entanto,
Seu uso esta bastante relacionado a problemas
de nefrotoxicidade. Além do mais, a extensa
exposicdo dos microrganismos as drogas tem
aumentado o0 processo de resisténcia,
constituindo um sério problema na terapéutica
das infeccbes fungicas (BACKES, JURSIC,
NEUMANN, 2015; DEORUKHKAR, SAINI, 2015,
MOTTA et al., 2016).

Com isso a busca por novas drogas e
agentes mais eficazes para combater esse tipo
de infeccbes vem se intensificando, e a
associacdo entre agentes antimicrobianos € uma
estratégia bastante estudada e tem como
beneficio a ampliacdo dos espectros de acao das
drogas combinadas, a prevencao 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 (BARBOSA, et al., 2017). 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 O&leos
esséncias e extratos (CORREIA, 2016; CHAVES,
et al, 2018).

O objetivo desse trabalho foi estudar a

atividade antifangica do citronelal quando
associado com a anfotericina B ou com o
cetoconazol. As atividades de cada droga foram
determinadas através da técnica de microdiluicdo
por checkerboard, um método de diluicio em
caldo que visa determinar a concentracao
inibitéria. minima  (CIM) de cada composto em
combinagcdo um com o outro. Além disso, foram
determinadas as CIMs do citronelal, cetoconazol
e anfotericina B contra as cepas de Candida
albicans e avaliada a Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) do citronelal frente ao mesmo
fungo. Com isso, o trabalho objetiva estudar a
atividade antifungica do citronelal quando
associado com a anfotericina B ou com o
cetoconazol.

MATERIAL E METODOS

A determinacdo das Concentracdes
Inibitérias Minimas (CIMs) do cetoconazol,
anfotericina B e citronelal foram realizadas
através do método de microdiluicio em Caldo
Sabouraud desxtrose (CSD) (CASTRO, LIMA,
2010; CASTRO, LIMA, 2011; CORTEZ et al.,
2015). A determinagdo da CIM de cada
composto foi determinada em microplacas de 96
cavidades e CSD como meio de cultura, as
substancias foram diluidas seriadamente 1:2
para obtencdo de concentracbes entre 2.000 a
1,95 pg/mL. Os experimentos foram conduzidos
com aproximadamente 1-5 x10° unidades
formadoras de col6nias/mL em cada cavidade. A
tltima coluna da placa foi utilizada para o
controle negativo (apenas CSD) e controle
positvo do  experimento (CSD e o
microrganismo). Todos o0s testes foram
realizados em triplicata.

As placas de microdiluigdo foram
incubadas a 37°C e a leitura foi feita apés 24
horas, observando presenca ou auséncia de
crescimento visivel. A CIM foi considerada a
menor concentracdo da substancia testada que
inibiu o crescimento do microrganismo. As cepas
utilizadas foram: Candida albicans ATCC 76615,
Candida albicans ICB-12, Candida albicans LM-
410, Candida albicans LM-393 e Candida
albicans LM-178.

A determinacdo da Concentragcdo
Fungicida Minima foi realizada em placa de Petri
contendo ASD. Uma aliquota de 10 pL do
contetdo de cada uma das cavidades da placa
de microdiluicdo que representam as 4 menores
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concentracbes onde ndo houve crescimento do
microrganismo foi semeada em uma placa de
Petri. Apds 24-48 horas de incubacéo a 37°C, foi
verificado o crescimento de colbnias nas
respectivas concentracdes. A CFM correspondeu
a menor concentracdo da droga que reduziu >
99,9% de células (ERNST et al, 1999;
MEDEIROS, et al, 2018).

Apbs a definicdo da CIM de cada droga
antifangica e do citronelal foram realizadas as
combinacgbes. O estudo de associacdo entre o
cetoconazol e citronelal foi conduzido utilizando-
se a técnica de microdiluicdo por checkerboard.
Inicialmente, foram preparadas diluicbes do
cetoconazol e do citronelal em sete
concentracoes diferentes CIMx8, CIMx4, CIMx2,
CIM, CIM/2, CIM/4 e CIM/8. Em seguida, 100 uL
do CSD foram distribuidos nos pocos da placa de
microdiluicdo de 96 cavidades. Depois 50 pL da
solugéo do antifangico em diversas
concentracoes (CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM,
CIMx2, CIMx4 e CIMx8) foram adicionados no
sentido vertical (ex.: cetoconazol) e 50 pL da
solugdo do citronelal também em diferentes
concentragdes foram adicionados no sentido
horizontal da microplaca. Desta maneira, as
diversas concentracbes do citronelal foram
testadas na presenca de varias concentracdes
do cetoconazol. Por ultimo, foram acrescentados
20 pL do in6culo das cepas ICB-12 e ATCC
76615, previamente ajustadas de acordo com a
escala 05 de McFarland. O mesmo
procedimento foi realizado para associagdo da
anfotericina B e citronelal. Todos os testes foram
realizados em triplicata. As placas foram
incubadas a 37°C e a leitura foi feita apds 24 - 48
horas para observar a presenca ou auséncia do
crescimento fungico (CASTRO, et al, 2011;
HIMRATUL-AZNITA, NOR-ZULAILA, NURUL-
FATIHAH, 2016).

O Indice da Concentragcdo Inibitoria
Fracional (ICIF) foi calculado e acordo com a
equacao:

= |CIF =CIF5+ ClFg

Onde o ICIF foi interpretado da seguinte
forma: < 0.5 sinergismo, > 0.5 e < 1.0 aditivo, >
1.0 e < 4.0 representa indiferenca e = 4.0 ocorre
antagonismo (DOERN, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram determinadas as concentragdes

inibitérias minimas do citronelal frente a quatro
cepas de isolados clinicos ICB-12, LM-393, LM-
410, LM-178 e frente a uma cepa padrdo ATCC-
76615. Conforme mostram os resultados da
Tabela 1, nota-se que o citronelal apresentou
inibicdo a todos os microrganismos ensaiados,
sendo a maioria deles sensivel a concentracdo
de 250 pg/mL, ao passo que a CIM contra ICB-
12 e ATCC-76615 foi 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 pug/mL. No entanto, o0s
resultados obtidos para a ICB-12 e ATCC-76615
indicaram que CFM é quatro vezes maior do que
as CIMs encontradas para essas cepas, como
ilustrado na Tabela 1.

De acordo com Sartoratto e
colaboradores (2004) as CIMs entre 50 e 500
pg/mL sdo consideradas com forte atividade
antimicrobiana, com CIMs entre 600 e 1500
pMg/mL atividade moderada e CIMs acima de
1500 pg/mL sado considerada atividade fraca.
Portanto, 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 Medeiros e
colaboradores (2018), demonstraram CIM mais
baixa do citronelal contra espécies de Candida
com valores de 16 e 64 pg/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 varias
espécies de fungos, incluindo fungos
filamentosos (Aspergillus flavus, Aspergillus
niger) e dermatdéfitos. A literatura relata, por
exemplo, valores de CIM e CFM que variaram de
06 a 5 ub/mL e 125 a 5 puL/mL,
respectivamente, com a utilizagdo do citronelal
contra fungos dermatofitos (TOLBA, et al, 2015).

Além disso, diferentes 6leos essenciais
demonstram significativas atividades antifingicas
como € o caso do 6leo essencial da Eucalyptus
citriodora e Eucalyptus globulus que possui o
citronelal como constituinte majoritario (LIN, et al,
2015; VIEIRA, et al, 2017). Como demonstrado
por Park e colaboradores (2016) e Park e
colaboradores (2018) Oleo essencial da
Eucalyptus globulus (citronela) foi efetivo contra
espécies de género Candida.

O citronelal também ¢é ativo contra
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algumas espécies de bactérias como é o caso da
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Fusobacterium nucleatum (VIEIRA, et al,
2017; HARKATMADOURI, et al, 2015).

Os Oleos essenciais sdo 0s mais
investigados em consequéncia do seu menor
custo e menor resisténcia microbiana (SEIXAS et
al., 2011). E possivel que os 6leos essenciais
atuem na parede celular flngica, causando
extravasamento do conteddo celular. A
caracteristica lipossoluvel dos 6leos e de seus
constituintes permite a interacdo com estruturas
celulares que também tem uma constituicdo
lipidica levando ao aumento da permeabilidade
da membrana e consequente morte celular
(DAGLI, et al, 2015). Muitos estudos sé&o
necessarios para elucidar com clareza o
mecanismo de agao desses produtos.

Diferentes  metodologias tém  sido
empregadas para verificar a atividade in vitro de
Oleos essenciais e seus componentes, a
microdiluicio é o método mais eficiente para
atestar a atividade antimicrobiana de substancias
naturais. Além de ser de féacil execucdo é
também o que melhor oferece dados
guantitativos e permite uma facil interpretacéo,
por isso é 6tima escolha para pesquisa de novos
produtos com potencial atividadade antifiingica.

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

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

O pequeno arsenal de drogas
antifngicas e a emergéncia de resisténcia por
espécies patogénicas, sobretudo por C. albicans,
tem acarretado em dificuldades para tratamento
dessas micoses, O que tem levado a
necessidade urgente de medicamentos mais
eficientes e mais seguros (WINGARD, 1995;
SANGLARD, ODDS, 2002, MOTTA et al., 2016).
Dai a importancia da combinacdo de drogas
antifingicas como terapia alternativa,
principalmente, nos casos de pacientes com
infeccbes fangicas invasivas graves nao
responsivos a monoterapia antifingica habitual
(WIEDERHOLD, 2016).

Atividade de combinagbes contendo
citronelal contra C. albicans tem sido menos
investigada. Ressaltando a importancia de se
explorar cada vez mais a ag&o antimicrobiana
dessa substancia, uma vez reconhecida sua
atividade antifungica. Dai a importancia da
combinacédo de drogas antifungicas como terapia
alternativa, principalmente, nos casos de
pacientes com infec¢cdes flngicas invasivas
graves ndo responsivos a monoterapia
antifangica habitual (DRAGO et al, 2007;
SPADER, 2017).

A avaliacdo da combinacdo sinérgica de
substancias de origem  vegetal com
medicamentos  antifingicos 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 consideravel toxicidade
(OLAJUYIGBE; AFOLAYAN, 2013).

CONCLUSOES

O citronelal foi efetivo contra os fungos
testados e sua associacdo com o cetoconazol
mostrou aditividade para a cepa ATCC 76615.
No entanto, a associagdo com a anfotericina B
mostrou-se indiferente.
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Figura 1. Representacéo de espécies do género Candida em Agar Sabouraud-Dextrose
Fonte: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2009/12/candida-albicans.html, 2018.
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Quadro 1. Demonstracdo da estrutura quimica e espectro de a¢do dos antifungicos utilizados.

Antifinicos Estrutura quimica Espectro de acéo

N
&} Candida,

Histoplasma,capsulatum,

o Aspergillus spp, Sporothrix
0 — \; Q schenckii.
>—N N‘< )—O A—0 Cl
/ H o

Fonte imagem: http://www.wikiwand.com/pt/Cetoconazol

Cetoconazol

Antifingico com maior
espectro de agéo. Leveduras
WOH clinicamente importantes

(Candida albicans,
Cryptococcus neoformans);
OH Microorganismos responsaveis
por micoses endémicas

U (Histoplasma capsulatum,
HO™ OH Blastomyces dermatitidis) e

Anfotericina B

NH» fungos filamentosos
Fonte imagem: https://pt.wikipedia.org/wiki/Polieno patogénicos (Aspergillus
Fumigatus)

Fonte: Staub et al., 2007; Ganis et al., 1971.

Tabela 1. Resultados das CIMs do cetoconazol e anfotericina B e as CIMs e CFMs do citronelal
frente as cepas estudadas

Citronelal Cetoconazol (ug/mL) Anfotericina B
Cepas (ug/mL) (ng/mL)

CIM CIM CIM CFM
ICB 12 500 64 0,03125 2000
ATCC 500 8 0,125 2000
76615
LM - 393 250 250 0,25 250
LM -410 250 31,25 0,25 250
LM-178 250 250 0,5 250

Fonte: Autores, 2018.

Tabela 2. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM - ug/mL) e indice de Concentragdo Inibitéria
Fracionada (ICIF) depois da combinacdo do citronelal com a Anfotericina B sobre cepa de C.
albicans ICB-12 e ATCC 76615.

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

76615

aConcentracao Inibitéria Fracional; "indice CIF; Fonte: Autores, 2018.
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Tabela 3. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM - ug/mL) e indice de Concentragdo Inibitéria

Fracionada (ICIF) depois da combinacéo do citronelal com o cetoconazol sobre cepa de C. albicans
ICB-12 e ATCC 76615.

CIM das drogas CIF? ICIF® Interacao
Cepa associadas (pug/mL)

Citronelal Cetoconazol Citronelal Cetoconazol
ICB-12 500 8 1 0,125 1,125 Indiferente
ATCC 62,5 4 0,125 0,5 0,625 Aditivo
76615

4Concentracéao Inibitéria Fracional; ®Indice CIF; Fonte: Autores, 2018.
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