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Terpenoides com atividade antifingica para
Candida Berkhout, causadoras de

infeccoes hospitalares”

Terpenoids with antifungal activity for Candida Berkhout
species, causing hospital infections

Airton Viriato™

Resumo

O aumento da incidéncia de fungos causadores de infecgdes hospitalares esta associado, em geral, ao emprego e utiliza-
¢do da antibioticoterapia de largo-espectro, na prematuridade, no tempo de exposicdo e permanéncia nas unidades de
internagdo. Os terpenoides constituem um vasto grupo de substancias quimicas biossintetizadas a partir da via do mevalo-
nato, extraidas de produtos naturais. Possuem diversas atividades bioldgicas bem definidas, dentre as quais a antifiingica.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antiflingica de terpenoides frente a espécies de Candida cau-
sadoras de infecgoes hospitalares. Foram realizados testes de atividade antiflingica para a determinagao da concentragao
inibitéria minima pela técnica de microdiluicdo em placa de 15 terpenoides frente a 11 espécies do género Candida. Das
15 substancias — terpenoides — testadas pela técnica da microdiluicdo em placa com a determinagdo da Concentragao
Inibitéria Minima, 9 (60%) apresentaram atividade antifiingica frente a espécies de Candida e 6 (40%) ndo apresentaram
atividade. Dessas 9 substancias, 2 (22,2%) apresentaram boa atividade antifdngica e 7 (77,8%) apresentaram atividade
antifdngica de moderada a fraca. Os resultados mais promissores foram obtidos com os terpenoides (+) Limoneno com
CIM de 46,87 pg/mL para C. krusei e C. guilliermondii e com o terpenoide (-) Limoneno com CIM de 46,87 ug/mL para
C. krusei.
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Abstract

The increased incidence of fungi causing nosocomial infections is associated, in general, to employment and use of broad-
spectrum antibiotic therapy in preterm in exposure time and stay in inpatient units. Terpenoids are a large group of chemi-
cals biosynthesized from mevalonate pathway, extracted from natural products. They have several biological activities well
defined among which antifungal ones. This study aimed to evaluate the antifungal activity of terpenoids against Candida
species causing nosocomial infections. Tests were performed to determine antifungal minimum inhibitory concentration
by microdilution plate 15 terpenoids against 11 species of the genus Candida. Of the 15 substances — terpenoids — tested
by the broth microdilution with the determination of Minimum Inhibitory Concentration, 9 (60%) showed antifungal ac-
tivity against Candida species and 6 (40%) showed no activity. These two substances 9 (22.2%) showed good antifungal
activity and 7 (77,8%) showed antifungal activity of moderate to weak. The most promising results were obtained with the
terpenoids (+) limonene with MIC of 46.87 pg/mL for C. krusei and C. guilliermondii and the terpenoid (-) limonene with
MIC of 46.87 pg/mL for C. krusei.
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INTRODUCAO

As infeccbes hospitalares  constituem
agravo a saude publica, associadas a trés fatores
intrinsecos: a sua grande extensdo, aos seus
efeitos iatrogénicos e aos elevados custos de
ordem economica. Por séculos, os hospitais sao
considerados locais de risco, suscetiveis a diversos
tipos de infecgdes. Os estudos histéricos mais
relevantes para o entendimento e a compreensao
dos fatores envolvidos na transmissao de infec¢oes
em ambientes hospitalares sao representados
pelas observacoes de Oliver Wendell Holmes e
de Ignacio Felipe Semmelweis, que verificaram
haver relacdo entre a ocorréncia de infeccdo
puerperal e a inadequada lavagem das maos do
pessoal que assistia as parturientes'.

O conhecimento acumulado sobre a inci-
déncia, os fatores associados, as repercussoes e
a prevencao das infecgbes adquiridas durante a
internacdo ou até 72 horas apds a alta hospita-
lar permitem a identificacao, a vigilancia e o seu
controle. Essas infeccbes hospitalares sao mais
frequentes e, geralmente, mais graves nos recém-
-nascidos do que em adultos?.

Os avangos tecnolégicos relacionados aos
procedimentos invasivos de apoio diagndstico e
terapéutico, somados ao aparecimento de micro-
-organismos multirresistentes aos antimicrobia-
nos usados rotineiramente na pratica hospitalar,
contribuiram para expressivo aumento nas taxas
das infec¢des hospitalares e, na maioria das ve-
zes, sdo causadas por bactérias gram-positivas
associadas as gram-negativas, evoluindo para a
septicemia fulminante. J& a septicemia causada
por fungos acomete frequentemente criangas
com baixo peso internadas na Unidade de Tera-
pia Intensiva Neonalal (UTIN)®.

Espécies de Candida sao os patégenos res-
ponsaveis pela maioria das infeccdes ocorridas
nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI), sendo
que, ultimamente, vém apresentando resisténcia
aos antiflngicos tradicionalmente mais utiliza-
dos; concomitantemente, as taxas de infeccoes
hospitalares continuam crescendo, tornando-se
objeto de preocupacao por parte das autoridades
sanitarias devido ao aumento da morbidade, da
mortalidade e dos altos custos decorrentes do ex-
tenso periodo de internagao***.

Uma tendéncia multidisciplinar para o de-
senvolvimento de novos farmacos teve inicio
pelo conhecimento de substancias naturais bioa-
tivas, associadas a obtencao de analogos estrutu-
rais por metodologias sintéticas, biotecnolégicas
ou isolamento de novas fontes naturais’.

A avaliacdo de atividades farmacoldgicas
tem demonstrado grandes perspectivas na desco-
berta de moléculas — os terpenoides — de grande
interesse terapéutico. Os terpenoides constituem
um vasto grupo de substancias quimicas biossin-
tetizadas a partir da via do mevalonato, extraidas
de produtos naturais. Possuem diversas ativida-
des biolégicas bem definidas, dentre as quais a
antifdngica®*1°.

No entanto, ao longo de todos os tempos,
independentemente da evolugao
-tecnoldgica nas acoes dos servigos de salde, a
principal e mais eficaz medida de prevencao das
infeccoes hospitalares continua e continuard sen-
do a atencdo e a continua aplicacdo da técnica
de lavagem de maos. Dessa forma, a prevencgao
das infeccdes hospitalares deve constituir um dos
principais objetivos dos profissionais de satde.

cientifico-

Fatores de risco para infeccoes fingicas
hospitalares

As infecgdes flngicas invasivas ou dissemina-
das, na maioria das vezes, apresentam importantes
complicagdes em individuos imunocomprometi-
dos. Os fatores de risco para que ocorram as infec-
¢Oes fungicas hospitalares estao relacionados dire-
tamente as caracteristicas do setor de internacao e
aos tipos de procedimentos realizados.

Na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e na
Unidade Semi-Intensiva (USI), encontram-se os
doentes mais vulnerdveis, pois sdo submetidos
constantemente a processos terapéuticos cujo
manejo € feito a partir de cateteres intravascula-
res, sondas vesicais, ventilacdo mecanica, entre
outros métodos invasivos, fatores que potenciali-
zam o risco de infec¢des oportunistas. Essas dreas
de internacdo recebem os pacientes mais graves,
que requerem terapias multiplas e agressivas, ce-
nario propicio para os patdgenos mais resistentes,
que sdo selecionados pelo uso de terapia antimi-
crobiana prolongada.

Outro fator de risco associado as infec¢bes
flingicas sdo os transplantes. O transplante de
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6rgaos tem se tornado importante opgao tera-
péutica para muitas patologias humanas, sendo
que, por meio de modernas técnicas cirdrgicas,
podem ser transplantados diversos 6rgaos, tais
como rins, figado, pancreas, pulmao, coracao e
coracao-pulmao. No entanto, a rejei¢do ao trans-
plante e os processos infecciosos sdo as princi-
pais causas de morbidade e mortalidade'.

Leveduras causadoras de infeccoes
hospitalares

As leveduras sdo fungos capazes de colo-
nizar o homem e animais e, frente a perda do
equilibrio parasita-hospedeiro, podem causar di-
versos quadros infecciosos com formas clinicas
localizadas ou disseminadas. Candida albicans é
considerada uma das leveduras mais patogénicas
para o ser humano, desencadeando um grande
nimero de infecgbes oportunistas fatais princi-
palmente em doentes imunocomprometidos.

Os fatores reconhecidos de risco para in-
fecgdo invasiva por Candida sdo: a) permanéncia
> 4 dias em UTI; b) antibioticoterapia de largo
espectro; c) cirurgia abdominal; d) cateterizagao
venosa central; e) nutricdo parenteral total; f)
imunodepressao; g) ventilacdo mecanica > 48 h;
h) neutropenia; i) quimioterapia citotéxica. Fren-
te a essas condicdes, recomenda-se monitoracao
com exames micolégicos de sangue de amostras
biolégicas dos pacientes, tais como, sangue, es-
carro, pontas de cateteres intravasculares, liquido
peritoneal e urina. Culturas positivas para leve-
duras podem significar apenas colonizacao, mas
podem conduzir a doenga invasiva subsequente.
Estudo prospectivo, em pacientes cirtrgicos de
UTI, mostrou que 38% de 29 pacientes desenvol-
veram infecgdo apods colonizagao'.

A colonizagdo pode ser demonstrada por
andlise de trés ou mais amostras, coletadas do
mesmo local ou de sitios diferentes, do mesmo
paciente, em dias consecutivos. Ha mais de duas
décadas trabalhos mostraram que diferentes es-
pécies de Candida podem causar quadros de fun-
gemia, tais como: Candida glabrata, C. tropica-
lis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliemondii, C.
lusitaniae, C. lipolytica, C. kefyr, C. inconspicua,
C. catenulata, e C. norvergensis. Na década de
90 um grupo europeu realizou um estudo mul-
ticéntrico e, por analise univariada, concluiram

ser C. glabrata a espécie associada a maior taxa
de mortalidade e que o 6bito estava relacionado
com maior idade e severidade da doenca de base
do paciente. Ao longo dos anos, as leveduras do
género Candida foram os maiores agentes de in-
feccdo hospitalar e sempre representaram um de-
safio para a sobrevida de pacientes com doencas
graves e aqueles em periodo pés-operatério. O
género Candida é, sem dudvida, o mais importan-
te, no entanto, existem outras leveduras no am-
biente hospitalar, no ar atmosférico e na agua,
que, quando na pele ou no trato gastrointestinal
dos pacientes e dos profissionais da satde, tam-
bém sdo capazes de causar quadros infecciosos'.

A candidiase € uma micose oportunista
primdria ou secunddria, endégena ou exdgena,
também reconhecida como Doenca Sexual-
mente Transmissivel (DST), causada por levedu-
ras do género Candida. As lesdes podem variar
de superficiais a profundas; brandas, agudas ou
cronicas; envolvendo diversos sitios, tais como
boca, garganta, lingua, pele, couro cabeludo,
genitalias, dedos, unhas e por vezes 6érgaos in-
ternos. Espécies desse género residem como co-
mensais fazendo parte da microbiota normal do
trato digestorio de 80% dos individuos sadios. A
epidemiologia da candidiase depende da predis-
posicao do hospedeiro (imunodepressao), carga
parasitaria e viruléncia fangica; logo, quando
esses trés fatores estdo presentes, as espécies do
género Candida tornam-se agressivas, portanto,
patogénicas. Analises sobre a etiologia das can-
didiases, a distribuicdo das diferentes espécies,
a resposta ao tratamento, a resisténcia aos anti-
flngicos e a mortalidade associada as enfermida-
des infecciosas permitem o desenvolvimento de
procedimentos diagnésticos e terapéuticos mais
eficazes, diminuindo a mortalidade e os custos
sanitarios.

Devido ao prolongamento da hospitaliza-
¢do em decorréncia da prevaléncia da infecgao
flngica, estima-se um incremento médio de cus-
to por paciente de aproximadamente 45.000 d6-
lares, com um gasto anual alcancando a cifra de
1,7 bilhdo de délares' .

A eleicao do antifiingico para o tratamento
inicial dependera dos seguintes fatores: o estado
clinico do doente, a distribuicdo das diferentes
espécies de Candida em cada area geogrifica e



a prevaléncia da resisténcia aos azolicos, sendo
que em alguns casos graves o tratamento alterna-
tivo deveria ser com o uso de equinocandinas.
Quanto a duragdo do tratamento com antifingi-
cos, os estudos clinicos controlados preconizam
14 dias para se obter uma resolucao no quadro
de candidemia, podendo chegar a 30 dias para
candidiases, sendo que, para infecgdes invasivas
por Candida causando meningite, a terapia re-
comendada é a anfotericina B combinada com
flucitosina'”.

Estudo recente demonstra que, das qua-
se 200 espécies de Candida, aproximadamente
10% delas sao consideradas agentes etioldgicos,
sendo que as principais de interesse clinico sdo:
C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. gla-
brata, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae,
porém casos de espécies emergentes, como C.
dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. uti-
lis, C. lipolytica, C. norvegensis, C. inconspicua,
C. viswanathii, entre outras, estdo sendo relatadas
devido a alta frequéncia com que colonizam e
infectam o hospedeiro humano'®.

Antifangicos e resisténcia microbiana

Antibidticos sdao compostos naturais ou sin-
téticos capazes de inibir o crescimento ou causar
a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classi-
ficados da seguinte forma: fungicidas — causam a
morte de fungos; bactericidas — causam a morte
de bactérias; fungistaticos — promovem a inibigcao
do crescimento de fungos; e bacteriostaticos — pro-
movem a inibicdo do crescimento bacteriano'.

Os agentes antifingicos convencionais sao
geralmente fungistaticos — impedem o crescimen-
to do fungo —, cuja agao nao promove a erradi-
cacao completa do microrganismo. Dessa forma,
somente a inibicao do crescimento do agente
etiolégico podera ndo ser suficiente para prevenir
a disseminacao do microrganismo em pacientes
com sistema imunolégico prejudicado. Os anti-
fdngicos podem ser classificados de acordo com
sua estrutura quimica e os mecanismos de acao.
Os poliénicos, como a anfotericina B, o imida-
z6lico cetoconazol, os triazdlicos fluconazol e
itraconazol; os novos triazélicos voriconazol, po-
saconazol e ravuconazol; e as equinocandinas,
como a caspofungina, sdo utilizados para o trata-
mento de micoses sistémicas.

No mecanismo de acdo interagem com o
ergosterol presente na membrana citoplasmatica
do fungo, danificando suas fung¢des de barreira.
Os azélicos sao inibidores da biossintese do er-
gosterol. Essa inibicao impede a formagao do er-
gosterol, alterando a fluidez e a permeabilidade
da membrana citoplasmatica do fungo. A anfote-
ricina B e os derivados azélicos, como fluconazol
e itraconazol, sdo as drogas de primeira escolha
para o tratamento das infec¢des flingicas graves.
Anfotericina é a droga que apresenta os melhores
resultados, mas, ainda assim, com sucesso tera-
péutico limitado, e, entre os novos in vivo triazo-
licos, somente o voriconazol esta disponivel na
clinica e é administrado ao paciente apés falha
terapéutica com uso de anfotericina B, para o tra-
tamento de candidiase esofaringea e em aspergi-
lose invasiva?®?'.

As falhas no tratamento dessas infecgoes po-
dem ser atribuidas a resisténcia clinica ou micro-
biolégica. A determinagdo da correlacao entre
ambas as resisténcias ainda é bastante limitada,
0 que aumenta a importancia de estudos para co-
nhecer o perfil de sensibilidade de cepas clinicas
e o espectro de agdo dos antiflingicos. Além dis-
so, com a disponibilidade de novos antifiingicos
e estratégias terapéuticas, a detecgdo de resistén-
cia poderia ser vital no momento de eleger uma
alternativa terapéutica’*?'.

O acetato de caspofungina, pertencente a
classe das equinocandinas, atua na parede do
fungo, causando efeito fungicida para todas as es-
pécies de Candida, eliminando mais lentamente
as espécies de Aspergillus. E disponivel somente
para administragdo intravenosa, com efeitos cola-
terais minimos e baixa interagdo medicamentosa.
Micafungina é um antifiingico semissintético que
bloqueia a sintese de $-1,3-D-glucano, compo-
nente essencial da parede flngica. Dependendo
da dose é candidacida com boa eficdcia in vitro
para a grande maioria das espécies de Candida,
incluindo as resistentes a anfotericina B, com CIM
< 0,25 pg/mL para Candida albicans, C. dubli-
niensis, C. glabrata, C. fermentati, C. haemulonii,
C. inconspicua, C. kefyr, C. krusei, C. metapsilo-
sis, C. norvegensis, C. orthopsilosis, C. tropicalis;
de 0,25-2 pg/mL para C. famata, C. guilliermondi,
C. lusitaniae e C. parapsilosis®*.
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Produtos naturais, substancias bioativas
e potencial antimicrobiano de terpenocides

Nos ultimos 10 anos, os pesquisadores tém
voltado atencdo para fontes naturais ainda pou-
co exploradas, pois organismos obtidos de novos
ecossistemas estao frequentemente associados a
nova diversidade quimica. Ampla diversidade de
organismos tem sido explorada nos mais diversos
habitats, especialmente em locais de condigdes
ambientais extremas (ambientes que possuem al-
teragOes drasticas de temperatura, pH, umidade
e luminosidade). Dessa forma, plantas, insetos,
fungos, bactérias e organismos marinhos sao fon-
tes importantes de substancias biologicamente
ativas, sendo que a maioria dos medicamentos
em uso clinico ou sdo de origem natural ou fo-
ram desenvolvidos por sintese quimica planejada
a partir de produtos naturais. Embora existam va-
rias estratégias e metodologias disponiveis para
que se possa sintetizar e descobrir novos farma-
cos, a quimica de produtos naturais representa
uma dessas alternativas de sucesso, historica-
mente privilegiada'.

Muitos metabdlitos secundarios ou também
denominados especiais se notabilizaram como
matérias-primas valiosas para a produgao de
inimeros medicamentos contemporaneos, com-
provando que a parceria entre quimicos medici-
nais e quimicos de produtos naturais € estraté-
gica para a descoberta de farmacos inovadores.
No entanto, varias substancias sintetizadas pelas
plantas, principalmente os metabdlitos especiais,
tém atraido cada vez mais a atencio das indus-
trias farmacéuticas'.

Atualmente, uma tendéncia multidiscipli-
nar vem contribuindo cada vez mais para o de-
senvolvimento de novas drogas. Tal estratégia
inicia-se pela bioprospeccdao de substancias
naturais bioativas, extraidas principalmente de
plantas ou de microrganismos, seguida pela
tentativa de obtencdo de seus analogos estrutu-
rais, o que pode ser realizado por métodos sin-
téticos ou biotecnolégicos, que culminam com
a avaliacao de suas atividades farmacoldgicas,
toxicoldgicas e determinacao do mecanismo de
acao” .

A bioprospeccdo dessas substancias tem
por principal objetivo descobrir novas entidades
quimicas que sejam biologicamente ativas, bem

como investigar a possibilidade de usa-las como
protétipos para sintetizar andlogos estruturais
com propriedades farmacolégicas mais eficien-
tes. A descoberta de produtos naturais bioativos
é importante ndo apenas pela necessidade de
caracterizagdo das propriedades farmacolégicas
das moléculas em questao, mas também pelo
conhecimento de novas substancias que possam
servir de modelos (protétipos) para originar ana-
logos estruturais com propriedades farmacolégi-
cas mais promissoras®*.

O desenvolvimento de novos farmacos de
origem natural envolve um longo, caro e multi-
disciplinar processo, sendo necessarios investi-
mentos variando entre 100 e 360 milhdes de do6-
lares e minimo de 10 anos de trabalho™.

Os terpenoides possuem estrutura tipica e
podem ser classificados de acordo com o nime-
ro de carbonos da seguinte forma: hemiterpenos
(C5); monoterpenos (C10); sesquiterpenos (C15);
diterpenos (C20); sesterpenos (C25); triterpenos
(C30); tetraterpenos (C40) e acima os polimeros.
Possuem atividades biol6gicas bem definidas, tais
como antiparasitaria, hipotensora, anti-inflama-
toria, relaxante da musculatura lisa vascular, an-
ticariogénica e antifingica'®®. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar as atividades antifiingicas dos
terpenoides frente a espécies de Candida causa-
doras de infecgdes hospitalares.

METODO

O presente trabalho foi desenvolvido no pe-
riodo de junho de 2010 a dezembro de 2011,
nas dependéncias dos seguintes Laboratérios da
Universidade de Franca: Laboratérios do Grupo
de Pesquisa em Produtos Naturais (GPNUF) — La-
boratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada
(LaPeMa) da Universidade de Franca.

Cepas fingicas de referéncia e isolados
clinicos

Foram utilizadas 8 cepas flngicas da Ame-
rican Type Culture Collection (ATCC) adquiridas
comercialmente pelo Laboratério de Pesquisa
de Microbiologia Aplicada e 3 cepas isoladas
de casos clinicos. A Figura 1 mostra trés dessas
cepas fotomicrografadas a partir de microcultivo
em lamina.



Figura 1. Microcultivo em lamina (a) Candida albicans (ATCC 10231); (b) Candida guilliermondii (ATCC

6260); (c) Candida parapsilosis (A\TCC 22019)

Todas as cepas foram catalogadas, armaze-
nadas e monitoradas, submetidas periodicamen-
te aos testes de Controle Interno de Qualidade
(CIQ), que avaliam os parametros criticos para a
detecgdo da resisténcia de acordo com as diretri-
zes do Termo de Cooperagao n. 37 da Organiza-
¢ao Pan-Americana da Saude, Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria e a Secretaria de Vigilan-
cia em Sadde?*.

Terpenoides - substancias puras forneci-
das pelos fabricantes

A Figura 2 mostra a estrutura quimica das
15 substancias adquiridas pelo Laboratério de

Pesquisas de Produtos Naturais. Os terpenoides,
de acordo com as respectivas denominagoes das
substancias —fabricante — lote foram os seguintes:
Bisabolol — Sigma-Aldrich — 1368613; Borneol —
Fluka — 144073; Canfora — Fluka — BC83735; Ci-
tral — Sigma-Aldrich — 528189; Citronelol - Fluka
— 1431215; Eucaliptol — Fluka — BCBB2449; Eu-
genol — Fluka — SZE7257X; Fenchona — Fluka —
1393466; (+) Limoneno — Fluka — 1360549; (-)
Limoneno — Fluka — 1384170; Mentol — Sigma-
-Aldrich — 828705; Mirceno — Sigma-Aldrich —
12608223; Precoceno — Sigma-Aldrich — 7918;
Anetol — Sigma-Aldrich — 1412559; Verbenone —
Fluka — 1443128.

Figura 2. Estrutura quimica dos Terpenoides adquiridos pelo Laboratério de Pesquisas de Produtos
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Microdiluicao em caldo - Protocolo CLSI/
M27-A2

Os testes de microdiluicao em caldo foram
desenvolvidos no Laboratério de Pesquisa em Mi-
crobiologia Aplicada, segundo o Protocolo CLSI/
M27-A2. Toda infraestrutura necessaria para o
desenvolvimento da metodologia foi disponibili-
zada, bem como o protocolo interno do Procedi-
mento Operacional Padrao (POP) destinado para
a realizacdo dessa técnica. O Controle Interno
de Qualidade (CIQ) dessa unidade laboratorial
avaliou os parametros criticos para a detecgao de
resisténcia e demais testes de rotina voltados ao
controle de qualidade com o objetivo de moni-
torar os aspectos da precisao (repetitividade), de
acurdcia (exatidao) dos resultados obtidos nos
testes de sensibilidade e o desempenho dos rea-
gentes utilizados nos testes.

Preparo dos meios de cultivo e das
diluicdes

Para a avaliacio da susceptibilidade, foi
empregado o meio Roswell Park Memorial
Institute  (RPMI) 1640 com L-glutamina, sem
bicarbonato de sédio, tamponado com Acido
3-Morfolinopropanosulfénico (MOPS) e pH 7,0.
O filtrado foi processado no conjunto frasco de
kitassato utilizando membrana de Milipore 0,22
p em camara de fluxo laminar com bomba de
vacuo. Ap6s a filtragem, o frasco contendo RPMI
foi colocado em estufa bacterioldgica por 24 horas
para teste de esterilidade. O armazenamento do
meio foi feito em frascos de 1 litro sob refrigeracao
de 4 °C por no maximo 3 semanas até a realizacao
dos testes. Para os antiftingicos, o diluente utilizado
foi o Dimetilsulféxido (DMSO) para andlise, marca
Merck, lote: K38436852. A partir da solugao
estoque dessas drogas (1600 pg/mL), preparou-
se, inicialmente, as 10 diluigdes seriadas em
DMSO a uma concentracao 100 vezes superior a
concentragao final do ensaio. Em seguida, realizou-
se uma diluicdo a 1:50 em RPMI, produzindo
uma concentragdo de antifingico duas vezes
a concentracdo final. Consecutivamente, uma
diluicdo a 1:5 foi realizada acrescentando RPMI-
1640 as 10 dilui¢des seriadas, o que produziu uma
concentragdo 2 vezes superior a concentragao do
ensaio.

Placas de microtitulacao plasticas de fundo
chato esterilizadas, contendo 8 linhas (identifica-
das de A a H) com 12 pocos cada uma (96 pogos
no total) e 12 colunas (numeradas 01 a 12) foram
utilizadas para os testes de susceptibilidade. As
placas foram preenchidas com as 10 séries de di-
luicdes de antiflingicos com concentragoes 2 ve-
zes mais elevadas do que a concentracdo de en-
saio. Aliquotas de 100 pL dessas dilui¢coes foram
dispensadas dentro dos pogos entre as colunas
02 e 11 das placas de microtitulagdo. Os pogos
da coluna 01 foram preenchidos com 200 pL de
RPMI para Controle de Esterilidade (CE), e os po-
¢os da coluna 12 foram preenchidos com 100 pL
de RPMI para Controle de Crescimento (CC).

Preparo do inéculo

As oito cepas ATTC das espécies de Candida
e as trés cepas de casos clinicos, acondicionadas e
estocadas em freezer, foram reativadas e repicadas
utilizando-se o Meio Sabouraud Dextrose Agar da
marca DIFCO, lote n. 9272274. A partir de cul-
tivos em placas de agar Sabouraud dextrosado,
incubadas em estufa a 35 °C por 24 horas, foram
transferidas e suspensas 5 colonias com diametro
de T mm em um tubo contendo 3 mL de solucao
salina estéril a 0,85%. A suspensao foi padroniza-
da com o tubo 0,5 da escala nefelométrica de Mc
Farland, com diluicdes sucessivas em solucao sali-
na de modo a fornecer um inéculo de 5x10°UFC.
Dessa suspensdo, 50 pL foram transferidos para
um tubo contendo 4,95 mL de caldo RPMI.

Preparo das substancias

As amostras de terpenoides foram utilizadas
a partir dos frascos provenientes dos fabricantes.
Os terpenoides foram avaliados em diferentes
concentragdes,  permitindo  determinar  a
concentragao necessaria para inibir o crescimento
das leveduras testadas. A Anfotericina B (AMB
— Bristol — Myers Squibb, Woesden, Holanda)
foi usada como antifingico controle. Apés a
inoculacdo, as placas fechadas foram incubadas
em estufa a 35 °C por 24 horas.

Leitura dos resultados

Ap6s 24 horas de incubagdo, foram introdu-
zidos em cada orificio da placa 30 pL de uma so-
lucdo aquosa 0,02% de resazurina, reincubando



todas as placas por mais 3 horas. A resazurina é um
reagente capaz de revelar uma reacdo de oxi-redu-
¢do, usada na determinacgao do perfil de sensibili-
dade de fungos em relacao aos diferentes quimio-
terapicos atualmente utilizados. Essa substancia
possui um principio ativo que age como indicador
de oxi-reducao em que sdo reduzidos (pelo ganho
de hidrogénios) por flavinas ligadas a enzimas re-
lacionadas com o sistema de transporte durante o
metabolismo celular. Dessa forma, quando o rea-
gente ndo estd em contato com células vivas (na
auséncia de crescimento flingico), a resazurina
apresenta-se na sua forma oxidada - coloragao
azulada, caso contrdrio, se estiver em contato com
células vidveis, esse composto adquire a sua forma
reduzida — coloragdo résea. Adotada nessa pesqui-
sa, constitui-se em uma boa alternativa para me-
lhor visualizacdo na leitura das microplacas.

Nos resultados obtidos com base na leitura
das microplacas, a menor concentragao capaz de
induzir proeminente inibicdo do crescimento da
levedura testada em relagdao ao pogo-controle foi
considerada como a Concentracgao Inibitéria Mi-
nima (CIM) do antifdngico.

RESULTADOS E DISCUSSAD

A Tabela 1 apresenta os resultados das
Concentragdes Inibitérias Minimas de substan-
cias puras adquiridas dos fabricantes frente as
11 espécies de Candida utilizadas neste traba-
lho. Foram testados 15 terpenoides: Bisabolol,
Borneol, Canfora, Citral, Citronelol, Eucalip-
tol, Eugenol, Fenchona, (+) Limoneno, (-) Li-
moneno, Mentol, Mirceno, Precoceno, Anetol
e Verbenone.

Tabela 1. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de terpenoides frente a espécies de Candida

Concentracao inibitéria minima (CIM) de terpenoides

Atividade antifiingica CIM (pg/mL)
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~
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Micorgnmo Gt Cond s Condda PO oy, e Condile s o O
Substancia albicans* rapsilosis*  krusei* sic* sis* bliniensis* dii* lis* cans** rapsilosis** sigH*
Bisabolol 3000 187,5 3000 3000 1500 1500 1500 3000 > 3000 > 3000 1500
Borneol 3000 1500 1500 3000 3000 3000 1500 3000 > 3000 > 3000 > 3000
Canfora 750 1500 375 3000 1500 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Citral 750 1500 375 1500 750 1500 1500 3000 3000 1500 3000
Citronelol 3000 1500 750 1500 1500 1500 1500 1500 3000 1500 1500
Eucaliptol > 3000 > 3000 > 3000 > 3000 > 3000 > 3000 > 3000 >3000 >3000 > 3000 > 3000
Eugenol 750 3000 1500 750 750 1500 1500 1500 1500 750 375
Fenchona 3000 1500 1500 3000 3000 3000 1500 3000 > 3000 3000 1500
(+) Limoneno 375 93,75 46,87 93,75 93,75 375 46,87 375 375 375 93,75
(-) Limoneno 750 1500 46,87 93,75 187,5 750 187,5 750 750 750 93,75
Mentol 750 750 750 1500 750 1500 750 1500 1500 750 375
Mirceno > 3000 > 3000 > 3000 > 3000 > 3000 > 3000 > 3000 >3000 > 3000 > 3000 > 3000
Precoceno > 3000 > 3000 > 3000 > 3000 > 3000 > 3000 > 3000 >3000 > 3000 > 3000 > 3000
Anetol 1500 3000 1500 3000 3000 3000 3000 3000 3000 1500 3000
Verbenone 1500 750 3000 3000 1500 3000 3000 >3000 >3000 3000 3000
Anfotericina B - 0,25 0,5 - - - - - - - -

* Culturas com marca registrada da American Type Culture Collection (ATCC); ** Culturas de isolados clinicos; —
atividade antiflingica ndo testada.
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O terpenoide Bisabolol apresentou CIM de
187,5 pg/mL frente a C. parapsilosis; 1500 pg/mL
para C. orthopsilosis, C. dubliniensis, C. guillier-
mondii, C. orthopsilosis (isolado clinico); 3000
pg/mL para C. albicans, C. krusei, C. metapsilosis,
C. tropicalis; e > 3000 pg/mL para C. albicans e
C. parapsilosis (cepas de isolado clinico).

A substancia Borneol apresentou CIM de
1500 pg/mL para C. parapsilosis, C. krusei, C.
guilliermondii; 3000 pg/mL para C. albicans, C.
metapsilosis, C. orthopsilosis, C. dubliniensis, C.
tropicalis; > 3000 pg/mL para C. albicans, C. pa-
rapsilosis e C. orthopsilosis (isolados clinicos).

A Canfora apontou CIM de 375 pg/mL para
C. krusei; 750 pg/mL para C. albicans; 1500 pg/
mL para C. parapsilosis, C. orthopsilosis; 3000
pg/mL para C. metapsilosis, C. dubliniensis, C.
guilliermondii, C. tropicalis, e para os isolados
clinicos de C. albicans, C. parapsilosis e C. or-
thopsilosis.

O Citral apresentou CIM de 375 pg/mL para
C. krusei; 750 pg/mL para C. albicans, C. orthop-
silosis; 1500 pg/mL para C. parapsilosis, C metap-
silosis, C. dubliniensis, C. guilliermondii e isolado
clinico de C. parapsilosis; 3000 pg/mL para C.
tropicalis, e para isolados clinicos de C. albicans
e C. orthopsilosis.

O Citronelol mostrou CIM de 750 pg/mL
para C. krusei; 1500 pg/mL para C. parapsilosis,
C. metapsilosis, C. orthopsilosis, C. dubliniensis,
C. guilliermondii, C. tropicalis, e para isolados cli-
nicos de C. parapsilosis e C. orthopsilosis; 3000
pg/mL para C. albicans, e isolado clinico de C.
albicans.

O Eucaliptol apontou CIM > 3000 pg/mL
para todas as espécies de Candida.

O terpenoide Eugenol apresentou CIM de
375 pg/mL para C. orthopsilosis (isolado clinico);
750 pg/mL para C. albicans, C. metapsilosis, C.
orthopsilosis, e isolado clinico de C. parapsilo-
sis; 1500 pg/mL para C. krusei, C. dubliniensis,
C. guilliermondii, C. tropicalis, e isolado clinico
de C. albicans; 3000 pg/mL apenas para C. pa-
rapsilosis.

A Fenchona com CIM de 1500 pg/mL para
C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, e iso-
lado clinico de C. orthopsilosis; 3000 pg/mL para
C. albicans, C. metapsilosis, C. orthopsilosis, C.
dubliniensis, C. tropicalis, e isolado clinico de C.

parapsilosis; > 3000 pg/mL somente para isolado
clinico de C. albicans.

O terpenoide (+) Limoneno apresentou ativi-
dade antifiingica em todas as espécies de Candi-
da, com CIM de 46,87 pg/mL para C. krusei e C.
guilliermondii; 93,75 pg/mL para C. parapsilosis,
C. metapsilosis, C. orthopsilosis, e isolado clinico
de C. orthopsilosis; 375 pg/mL para C. albicans,
C. dubliniensis, C. tropicalis, e para isolados cli-
nicos de C. albicans e C. parapsilosis.

O terpenoide (-) Limoneno apresentou
CIM de 46,87 pg/mL para C. krusei; 93,75 pg/
mL para C. metapsilosis, e isolado clinico de C.
orthopsilosis; 187,5 pg/mL para C. orthopsilosis e
C. guilliermondii; 750 pg/mL para C. albicans, C.
dubliniensis, C. tropicalis, e para isolados clinicos
de C. albicans e C. parapsilosis; 1500 pg/mL para
C. parapsilosis.

A substancia Mentol apresentou CIM de 375
pg/mL para C. orthopsilosis (isolado clinico); 750
pg/mL para C. albicans, C. parapsilosis, C. kru-
sei, C. orthopsilosis, C. guilliermondii, e isolado
clinico de C. parapsilosis; 1500 pg/mL para C.
metapsilosis, C. dubliniensis, C. tropicalis, e para
isolado clinico de C. albicans.

O Mirceno e o Precoceno mostraram-se ina-
tivos com CIM > 3000 pg/mL para todas as espé-
cies de Candida.

O Anetol apresentou MIC de 1500 pg/mL
para C. albicans, C. krusei, e para isolado clinico
de C. parapsilosis; 3000 pug/mL para C. parapsi-
losis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis, C. dubli-
niensis, C. guilliermondii, C. tropicalis, e para os
isolados clinicos de C. albicans e C. orthopsilosis.

Verbenone apresentou CIM de 750 pg/mL
para C. parapsilosis; 1500 pg/mL para C. albicans
e C. orthopsilosis; 3000 pg/mL para C. krusei, C.
metapsilosis, C. dubliniensis, C. guilliermondii, e
isolados clinicos de C. parapsilosis e C. orthopsi-
losis; > 3000 pg/mL para C. tropicalis e para iso-
lado clinico de C. albicans.

Considerando a escala de Concentracio
Inibitéria Minima para atividade antimicrobiana
proposta por Holetz, et al**, as substancias que
tiveram boa atividade antiflingica foram: (+) Li-
moneno com CIM de 46,87 pg/mL para C. krusei
e C. guilliermondii; 93,75 pg/mL para C. parap-
silosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis, e C. or-
thopsilosis (isolado clinico).



A substancia (-) Limoneno também apresen-
tou boa atividade antifingica com CIM de 46,87
pg/mL para C. krusei; 93,75 pg/mL para C. metap-
silosis, e isolado clinico de C. orthopsilosis.

As substancias que apresentaram atividade
antifingica moderada foram: Bisabolol com CIM
de 187,5 pg/mL frente a C. parapsilosis; Canfora
com CIM de 375 pg/mL para C. krusei; Citral com
CIM de 375 pg/mL para C. krusei; Eugenol com
CIM de 375 pg/mL para C. orthopsilosis (isola-
do clinico); (+) Limoneno com CIM de 375 pg/
mL para C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis,
e para as cepas de isolados clinicos de C. albi-
cans e C. parapsilosis; (=) Limoneno com CIM de
187,5 pg/mL para C. orthopsilosis, C. guilliermon-
dii; Mentol com CIM de 375 pg/mL para isolado
clinico de C. orthopsilosis.

As substancias consideradas com fraca ati-
vidade antifdngica foram: Canfora com CIM de
750 pg/mL para C. albicans; Citral com CIM de
750 pg/mL para C. albicans e C. orthopsilosis. Ci-
tronelol com CIM de 750 pg/mL para C. krusei;
Eugenol com CIM de 750 pg/mL para C. albicans,
C. metapsilosis, C. orthopsilosis, e para isolado
clinico de C. parapsilosis; (-) Limoneno com CIM
de 750 pg/mL para C. albicans, C. dubliniensis,
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