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Resumo

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infecgéo ginecologica desafiadora com as quais muitas mulheres e médicos lutam. O agente
etioldgico é principalmente a C. albicans. No entanto, outras espécies ndo-albicans, sobretudo a C. tropicalis pode estar envolvida. O
objetivo desse estudo foi investigar a atividade antifingica dos enantidbmeros (R)-(+)- e (S)-(-)-citronelal e os efeitos da combinagéo
destes com a nistatina contra cepas de C. tropicalis. Portanto, foram aplicados protocolos experimentais para avaliar de maneira
qualitativa e quantitativa a capacidade fungicida dos enantibmeros, como a concentracdo inibitoria minima (CIM) e a concentragdo
fungicida minima (CFM) em meio liquido RPMI-1640. Além disso, os ensaios de associa¢do dos fitoconstituintes com a nistatina
foram realizados através da técnica de difusdo em meio sélido, agar sabouraud dextrose (ASD). Os compostos (R)-(+)- e (S)-(-)-
citronelal mostraram-se fungicida frente as cepas testadas, tendo em vista que ambas as moléculas apresentaram a relacéo
CFMso/CIMs, entre 1 e 2. Além de efeitos sinérgicos significativos com a nistatina, contra as cepas LM 255 e LM 665. Por tanto,
esses fitoconstituintes podem ser promissores protétipos farmacoldgicos antifingicos no futuro.

Descritores: Candidiase Vulvovaginal; Antifangicos; Candida tropicalis; Nistatina.

Abstract

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a challenging gynecological infection with which many women and doctors struggle. The
etiological agent is mainly C. albicans. However, other non-albicans species, especially C. tropicalis, may be involved. The
objective of this study was to investigate the antifungal activity of (R)-(+)- and (S)-(-)-citronellal enantiomers and the effects of the
combination of these with nystatin against C. tropicalis strains. Therefore, experimental protocols were applied to qualitatively and
quantitatively evaluate the fungicidal capacity of enantiomers, such as minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
fungicidal concentration (MFC) in RPMI-1640 liquid medium. In addition, assays of association of phytochemicals with nystatin
were carried out using the solid medium diffusion technique, Sabouraud dextrose agar (ASD). The compounds (R)-(+)- and (S)-(-)-
citronellal showed fungicide against the strains tested, considering that both molecules presented the ratio MFCs,/MICs, between 1
and 2. In addition to effects significant synergistic effects with nystatin against LM 255 and LM 665 strains. Therefore, these
phytochemicals may be promising antifungal pharmacological prototypes in the future.

Descriptors: Vulvovaginal Candidiasis; Antifungals; Candida tropicalis; Nystatin.

Resumen

La candidiasis vulvovaginal (CVV) es una infeccidn ginecoldgica desafiante con la que muchas mujeres y médicos luchan. El agente
etioldgico es principalmente la C. albicans. Sin embargo, otras especies no albicans, sobre todo la C. tropicalis puede estar
involucrada. El objetivo de este estudio fue investigar la actividad antifingica de los enantiémeros (R)-(+)- y (S)-(-)-citronelal y los
efectos de la combinacion de éstos con la nistatina contra cepas de C. tropicalis. Por lo tanto, se aplicaron protocolos experimentales
para evaluar de manera cualitativa y cuantitativa la capacidad fungicida de los enantiémeros, como la concentracién inhibitoria
minima (CIM) y la concentracion fungicida minima (CFM) en medio liquido RPMI-1640. Ademas, los ensayos de asociacion de los
fitoconstituyentes con la nistatina se realizaron a través de la técnica de difusion en medio sélido, agar sabouraud dextrosa (ASD).
Los compuestos (R)-(+)- y (S)-(-)-citronelal se mostraron fungicida frente a las cepas probadas, teniendo en cuenta que ambas
moléculas presentaron la relacién CFMs/CIMsq entre 1y 2. Ademas de efectos sinérgicos significativos con la nistatina, contra las
cepas LM 255 y LM 665. Por lo tanto, estos fitoconstituyentes pueden ser prometedores prototipos farmacolégicos antifungicos en el
futuro.

Descriptores: Candidiasis vulvovaginal; Antifangicos; Candida tropicalis; Nistatina.

INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccéo
ginecologica desafiadora com as quais muitas mulheres e
médicos lutam. Ambos dificeis de conviver e dificeis de
tratar, a condicdo € sub-pesquisada e, portanto, o
tratamento € muitas vezes inconsistente com 0 que existe

mas outras espécies como C. glabrata, C. tropical e C.
parapsilosis, embora mais raras, sd0 mais comumente
associadas a recorréncia®®. Na verdade, Candida é um
micro-organismo comensal encontrado em 10-20% das
mulheres’.

de evidéncia®.

A CVV é uma infeccdo fungica comum acometendo
até 75% das mulheres durante a vida*. A CVV recorrente
€ mais rara, afetando entre 5-8% das mulheres em idade
reprodutiva®*, mas podem afetar muito a qualidade de vida
das mulheres, causando sintomas como pruridos, dor
vulvovaginal, dispareunia, disuria e o classico corrimento
vaginal. E mais comumente causada por Candida albicans,
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A forma de tratamento mais amplamente utilizada
envolve uma intensa terapia com antifingicos, seguida de
um longo periodo de terapia de manutencdo. Apesar de ser
0 tratamento padrdo, existem muitas variacdes, muitos
agentes terapéuticos e duracbes diferentes; no entanto,
nenhum deles é particularmente eficaz®®. Por tanto,
pesquisas com produtos naturais s@o importantes, com
destaque aos metabolitos secundarios das plantas como o
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citronelal e seus enantibmeros pertencentes ao grupo dos
monoterpenos. Estes sdo importantes componentes dos
6leos essenciais de plantas dos géneros Cymbopogon,
Eucalyptus, Melissa, Mentha, Allium e Cinnamomum que
apresentam vasta atividade biolégica'®*.

Como a monoterapia tem apresentado falhas nos
esquemas de tratamentos dessas infeccbes, o0
desenvolvimento da terapia de combinacéo, que visa evitar
os efeitos colaterais associados a doses elevadas, bem como
o uso prolongado dos medicamentos tem sido investigada*2.
Por tanto, este estudo tem como objetivo avaliar a atividade
anti-C. tropicalis dos enantibmeos (R)-(+)- e (S)-(-)-
citronelal em associacdo com nistatina.

MATERIAL E METODO

o Fitoconstituintes e Substancias

As seguintes substancias utilizadas neste trabalho
foram obtidas comercialmente: (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-
citronelal  [(3R)-3.7-dimethyloct-6-enal e  (3S)-3,7-
dimethyl-6-octenal] (pureza > 90%), dimetilsulféxido
(DMSO) e tween 80 (0.02%) (todos da Sigma-Aldrich, Séo
Paulo, SP, Brasil). O tween 80 e o DMSO foram
solubilizados em uma proporc¢éo que ndo excedeu 0.5% nos
testes, posteriormente foi diluido em agua destilada estéril
com os fitoconstituintes de modo a obter emulsbes
duplamente concentradas de 2048ug/mL****
o Cepas fangicas

Os ensaios foram realizados com trés cepas fungicas
de C. tropicalis: LM 665, LM 255 (isolados clinicos) e uma
cepa padréo: C. tropicalis ATCC 13803. Todas as amostras
pertencem a colecdo do Laboratério de Micologia,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal da Paraiba (LM, DCF, UFPB). Todas as cepas
foram mantidas em agar sabouraud dextrose (ASD) a 4°C.
Utilizou-se nos ensaios repiques de 24-48h incubadas a
35+2°C.
o Inéculo

As suspensdes foram preparadas a partir de culturas
recentes semeadas em ASD e incubadas a 35x2°C durante
24-48h.  Ap6s a incubacdo, foi  transferido
aproximadamente 4-5 coldnias (com uma alca estéril) para
tubos de ensaio contendo 10mL de solucdo salina estéril
(NaCl a 0.85%). As suspens0es resultantes foram agitadas
durante 15 segundos com o auxilio de um aparelho vortex
(Fanem Ltd., Guarulhos, SP, Brasil). A turbidez do inoculo
final foi normalizada utilizando uma suspensdo de sulfato
de béario (tubo de 0.5 na escala de McFarland). A
concentragdo final obtida foi de 1-5 x 105 unidades
formadoras de col6nias por mililitros (UFC/mL)**®,

o Determinag6es da concentracdo inibitoria minima (CIM)
A avaliacdo da atividade antifingica para a
determinacdo da CIM foi realizada pela técnica de diluicdo
em microplacas nas quais, 100uL de meio liquido RPMI-
1640 foram transferidos para as cavidades de uma placa de
microdiluicdo de 96 pocos com fundo em forma de "U"
(Alamar, Diadema, SP, Brasil). Em seguida, 100uL da
emulsdo dos produtos duplamente concentrados foram
inoculados na primeira linha horizontal dos pocos da placa.
Foram realizadas diluices em série a uma razdo de dois,
onde uma aliquota de 100uL foi removida do po¢o mais
concentrado para 0 pogo seguinte, produzindo
concentracbes de 1024-8ug/mL. Finalmente, 10uL das
suspensdes fungicas foram adicionadas em cada po¢o da
placa, em que cada coluna representa uma cepa. Em
paralelo, os controles foram feitos para a viabilidade dos
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micro-organismos e para susceptibilidade com o
antifingico padrdo anfotericina B (100Ul/mL). As placas
foram seladas e incubadas a 35+2°C durante 24-48h. Apds
0 tempo de incubacgéo apropriado, a presencga (ou auséncia)
de crescimento foi observada visualmente. A formacédo de
cachos de células ou "botdes" nos pocos da placa foi
observada. A CIM foi definida como a mais baixa
concentracdo dos produtos que produziram uma inibicéo do
crescimento visfvel das cepas fangicas'"*®,

A atividade antifungica dos enantidmeros foi
interpretada (considerado ativo ou ndo) de acordo com 0s
critérios propostos por Morales et al.*®, forte/boa atividade
(CIM 50-500ug/mL), atividade moderada (CIM 600-
1500pg/mL), e  produto  inativo/nenhum  efeito
antimicrobiano (CIM > 1500ug/mL).

Os ensaios de atividade biologica foram realizados
em duplicata e os resultados foram expressos como a média
aritmética da CIM.

o Antifungigrama e ensaios de associacao in vitro

O antifungigrama foi realizado com o antifungico
nistatina (100UIl) isoladamente. A interpretacdo dos
resultados foi realizada com os critérios sensivel ou
resistente recomendados pelo (CECON) Ltd. (S&o Paulo,
SP, Brasil). No ensaio de associacdo, o antifungico
nistatina (100Ul) foi embebido com 10uL da CIM dos
enantibmeros separadamente e posteriormente distribuidos
em placas de Petri contendo ASD inoculado com 1mL das
suspensdes fangicas. Em seguida, as placas foram seledas e
incubadas a 35x2°C durante 24-48h. As interacOes dos
fitoconstituintes com o agente antifingico foi considerada
positiva (sinergismo) quando a zona de inibicdo da
aplicacdo combinada foi (> 2mm) em relagdo ao
antifingico isoladamente e como sendo negativa
(antagonismo) quando a zona de inibi¢do da associagdo foi
(£ 2mm) ao apresentado pelo antiflingica isolado e
"interagdo 0" (indiferente) quando a zona de inibicdo da
combinac&o foi a mesma que a do antif(ingico sozinho®#"

Os ensaios foram realizados em duplicata e o0s
resultados foram expressos pela meédia aritmética dos
didmetros formados nos dois ensaios em paralelo.

RESULTADOS

A CIMg, (Concentragdo Inibitéria Minima para 50%
das cepas testadas) foi de 16 e 64ug/mL para ambos os
enantidmeros (R)-(+)- e (S)-(-)-citronelal respectivamente.
No entanto, a CFMs, (Concentragdo Fungicida Minima
para 50% das cepas flngicas) para ambos os enantibmeros
(R)-(+)- e (S)-(-)-citronelal respectivamente, foi de 32 e
64pg/mL.

Os achados do antifungigrama e do estudo de
associacdo in vitro, mostrou sensibilidade das trés cepas a
nistatina isoladamente, bem como nas associagdes com 0s
fitoconstituintes. No entanto, as interferéncias dos
enantiomeros na efetividade da nistatina variaram. Tendo
efeito sinérgico apenas do (S)-(-)-CT + NY sobre a cepa
LM 665 e do (R)-(+)-CT + NY contra a cepa LM 255
(Tabela 1).

Tabela 1. Médias das zonas de inibicdo (em mm) da nistatina e da
associagdo com os enantiémeros (R)-(+)- e (S)-(-)-CT contra C. tropicalis

Tratamentos/ LM LM ATCC Classificacao
Cepas fungicas 665 255 13803

Nistatina (100UI) 207 20 28 >10 (S) <10 (R)
CIM, + Nistatina 201" 2671 16] --

CIMs, + Nistatina 221 200 16]

Controle de + + +

leveduras
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DISCUSSAO

Neste estudo, foi investigada a atividade antiflngica
in vitro dos enantibmeros (R)-(+)- e (S)-(+)-citronelal
contra trés cepas de C. tropicalis. Diante disto, constatou-se
gue ambos os fitoconstituintes apresentam excelente poder
antifingico com maior destaque para o enantidbmero R que
apresentou uma CIMs, de 16pg/mL. No entanto, o S
citronelal teve CIMs, de 64pg/mL. Esses resultados
corroborados com os estudos realizados por Morales et al.?
mostra que 0s compostos de origem vegetal para possuir
forte/boa atividade antiflngica, precisdo que suas CIMs
estejam pelo menos compreendidas entre 50-500ug/mL.
Além disso, este aspecto de atividade antifingica de
produtos derivados de plantas ja foi observado em outros
estudos com atividades antibacterianas e
antiparasitarias®®?*.

A terapia antifungica para infeccdes por Candida €
desafiadora, pois o tratamento em se é dificil devido a
natureza eucariotica das células desses micro-organismos,
que sdo semelhantes as células hospedeiras®. Além disso,
h& poucos antifingicos disponiveis para tratar infeccfes
causadas por esses fingos. A classe dos antifingicos
azblicos € amplamente utilizada, infelizmente séo
geralmente fungistaticos, em vez de fungicida, e seu uso
prolongado contribui para o desenvolvimento de cepas
resistentes®®?’. A nistatina, mesmo em sua formulacio
convencional, produz efeitos toxicos que limitam seu uso
parenteral, restringindo-se a aplicacdes superficiais®®. Desta
forma, pesquisas com produtos naturais derivados de
plantas com efeitos fungicidas podem ser alternativas
promissores. Diante dos resultados das CFMs mostrados
anteriormente, pode-se observar o efeito fungicida de
ambas as moléculas em estudo, pois de acordo com Hafidh
et al.®? o efeito fungicida de um produto natural é
observado quando a razdo entre CFM/CIM esté entre 1 e 2.

Com relacdo aos efeitos combinados de agentes
antiflngicos in vitro, a Tabela 1 mostra a média aritmética
dos halos de inibicdo resultantes do efeito antifungico da
nistatina isoladamente e da combinacdo deste com 0s
enantiomeros (R)-(+)- e (S)-(-)-citronelal. Nenhuma das
trés cepas testadas mostrou-se resistente a nistatina. No
entanto, a associacdo do enantidbmero R com a nistatina,
mostrou resultado compativel com efeito sinérgico para a
cepa LM 255. A combinagdo da nistatina com o
enantibmero S também se mostrou sinérgica para a cepa
LM 665, tendo em vista que houve aumento significativo
do tamanho da zona de inibi¢do (> 2mm) em relacdo ao
antifingico isoladamente®".

CONCLUSAO

Este estudo mostra os efeitos fungicidas dos
enantiomeros (R)-(+)- e (S)-(-)-citronelal. S&o promissores
prototipos farmacoldgicos a serem introduzidos a
terapéutica anti-Candida isoladamente. No entanto, estudos
mais profundos sdo necessarios para avaliar 0s possiveis
efeitos decorrentes da combinagdo destes fitoconstituintes
com a nistatina, que apresentou efeitos sinergicos em
apenas duas cepas. O esclarecimento exato dos
mecanismos de acdo desses compostos também é
necessario, bem como estudos toxicoldgicos in vitro e in
Vivo.
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