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RESUMO

NOBREGA, J. R. Avaliacdo da atividade antifungica in vitro do a-pineno sobre Candida
spp. isoladas de pacientes com otomicose. 2019. 62p. Mestrado - Programa de Pds-Graduagéo
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Universidade Federal da Paraiba. 2019.

Os fungos destacam-se em meio as doencas infecciosas devido ao aumento da incidéncia e das
taxas de morbidade e mortalidade. Esses micro-organismos sdo geralmente de natureza
oportunista, capazes de desenvolver diversas infeccoes, entre elas, otomicose. Esta é uma
infeccdo causada por fungos filamentosos e/ou leveduras que acomete o sistema auditivo. Os
principais agentes etioldgicos envolvidos na otomicose sdo espécies pertencentes aos géneros
Aspergillus e Candida. O tratamento dessa infec¢éo envolve a eliminagéo dos fatores de risco,
remocdo de detritos, uso de substancia antisséptica e/ou farmacos antifungicos. No entanto,
com o aumento do numero de casos de otomicose, 0 pequeno nimero de agentes antifingicos
disponiveis, aliado do uso de substancia antisséptica sem seguran¢a comprovada e com 0
aumento de cepas flngicas resistentes, encorajam pesquisadores pela busca por terapias
alternativas, especialmente por derivados de plantas e seus metabdlitos, o qual destaca-se o a-
pineno. O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antifungica do a-pineno contra espécies
de Candida isoladas de otomicose, por meio dos ensaios in vitro de determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e avaliacdo
das alteracdes micromorfologicas na presenca do fitoconstituinte, bem como investigar o efeito
da associacdo entre 0 monoterpeno e o acido bdrico, empregando a técnica de Checkerboard.
O a-pineno apresentou atividade antifangica significativa frente as estirpes ensaiadas, com
superior atividade inibitdria frente a espécie C. parapsilosis. Além disso, a CFM frente as cepas
C. albicans e C. parapsilosis caracterizou a atividade do monoterpeno como fungicida. O a-
pineno demonstrou ainda ser eficaz em inibir o aparecimento de estruturas fungicas, como
pseudo-hifas e causar acentuada diminuicdo de blastoconidios. Além disso, o estudo de
associacdo entre o fitoconstituinte e o 4cido borico produziu efeitos aditivos, sendo os melhores
resultados observados sobre as cepas de C. parapsilosis. Pode-se ainda inferir que apesar de
resultados sinérgicos ndo terem sido evidenciados nesse trabalho, é importante destacar que
resultados antagdnicos ndo foram produzidos nas combinagdes testadas. Os dados obtidos no
presente trabalho fornecem expectativas mais claras para estudos farmacoldgicos futuros, além
de destacar a importancia do a-pineno como notavel composto antifingico e estimular
sucessivas pesquisas no intuito de viabilizar sua insercao na terapéutica tradicional, otimizando
as estratégias farmacol6gicas contra otomicose.

Palavras chave: Monoterpenos. Atividade antimicrobiana. Candida parapsilosis. Acido

bérico.



ABSTRACT

NOBREGA, J. R. Evaluation of the in vitro antifungal activity of a-pinene on Candida spp.
isolated from otomycosis patients. 62p. Master’s Degree - Program of Post-Graduation in
Natural Products and Bioactive Synthetics, Federal University of Paraiba. 2019.

Fungi stand out among infectious diseases due to the increased incidence and rates of morbidity
and mortality. These microorganisms are generally opportunistic in nature, capable of
developing various infections, including otomycosis. This is an infection caused by filamentous
and/or yeast fungi that affects the auditory system. The main etiological agents involved in
otomyecosis are species belonging to the genera Aspergillus and Candida. Treatment of this
infection involves elimination of risk factors, debris removal, use of antiseptic and/or antifungal
drugs. However, the increased number of otomycosis cases, the small number of antifungal
agents available, the use of antiseptic substances without proven safety, and the increase of
resistant fungal strains have aroused researcher’s interest in the search for alternative therapies,
especially for derivatives of plants and their metabolites, which stands out the monoterpene a-
pinene. The objective of this work was to evaluate the antifungal activity of a-pinene against
Candida species isolated from otomycosis, by means of in vitro assays for the determination of
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Fungicidal Concentration (MFC) and
evaluation of micromorphological alterations in the presence of the phytoconstituent, as well
as investigating the effect of the association between monoterpene and boric acid, using the
Checkerboard technique. The a-pinene showed significant antifungal activity against the
strains tested, with superior inhibitory activity against C. parapsilosis species. In addition, MFC
against strains C. albicans and C. parapsilosis characterized fungicidal monoterpene. a-Pinene
has also been shown to be effective in inhibiting the onset of fungal structures, such as
pseudohifas, and causing a marked decrease in blastoconidia. Finally, the study of association
between phytoconstituent and boric acid produced additive effects, the best results being
observed on the strains of C. parapsilosis. However, although synergic results were not
evidenced in this study, it is important to note that antagonistic results were not produced in
any of the combinations performed. The data obtained in the present study provide clearer
expectations for future pharmacological studies, besides highlighting the importance of a-
pinene as a remarkable antifungal compound and stimulating successive researches in order to
enable its insertion into traditional therapeutics, optimizing pharmacological strategies against
otomycosis.

Keywords: Monoterpenes. Antimicrobian activity. Candida parapsilosis. Boric acid.
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1 INTRODUCAO

Os fungos patogénicos emergiram nas uUltimas décadas como uma ameaca global
crescente a saude humana. Esses micro-organismos sao geralmente de natureza oportunista,
capazes de causar diversos tipos de infecgcbes, principalmente, em individuos com sistema
imunolégico comprometido; ou que utilizam, por longo periodo, equipamentos médico-
hospitalares; ou submetidos a processos cirdrgicos; ou por condi¢cbes em que se produz meio
susceptivel ao crescimento do micro-organismo. Esses organismos causam doencas de um
espectro variando de infecgdes superficiais que afetam 1,7 bilhdes de individuos em todo o
mundo, a infec¢des invasivas que matam milhdes de individuos ao ano (BROWN et al., 2012;
SPITZER; ROBBINS; WRIGHT, 2017).

A otomicose é uma infeccdo flangica bastante comum em ambulatérios de
otorrinolaringologia. E uma infecgdo fangica que afeta na maioria dos casos apenas o canal
auditivo externo. Raramente, podem envolver a orelha média, se houver acometimento da
membrana timpénica (PONTES et al., 2009; ALI et al., 2018). Os sintomas comuns associados
a essa infecgé@o incluem prurido, dor, plenitude aural, descarga auditiva, deficiéncia auditiva
e/ou zumbido. Os principais fatores de risco para otomicose sdo condigdes higiénicas
deficientes; traumas menores; inflamacdo ou lesdo fisica; pratica de natacdo; e exposicdo a
atmosferas quentes e umidas (ABDELAZEEM, 2015; AGARWAL,; DEVI, 2017).

A otomicose tem sido uma causa preocupante e desafiadora para profissionais da satde ao
longo dos anos. Além disso, € de frequente recorréncia e pode causar complicacfes graves. Essa infecgéo
é responsavel por aproximadamente 9-13% das infec¢Bes do canal auditivo, e 0s patdgenos mais
envolvidos na colonizacdo do ouvido sdo entre os fungos filamentosos, espécies de Aspergillus; e entre
as leveduras, o género Candida (SATISH, VISWANATHE, MANJULADEVI, 2013; HAGIWARA et
al., 2018).

A problematica e alta prevaléncia de infec¢Bes ocasionadas por C. albicans continuam,
no entanto, com o desenvolvimento de métodos de identificagdo molecular, 0 nimero de
infeccdes causadas por espécies ndo-albicans tém aumentado. Este grupo inclui, entre outras,
as espécies C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. A patogenicidade de Candida
spp. é atribuida aos diversos fatores de viruléncia apresentados por este género, entre eles:
adesdo de células epiteliais; capacidade de formacdo de biofilmes; secrecdes enzimaticas

hidroliticas etc. Além disso, a produgdo de biofilme esta relacionada a um alto nivel de
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resisténcia antifngica, bem como contribui para a persisténcia da infeccdo. Na otomicose,
essas leveduras crescem e se fixam no sistema auditivo, formando uma massa de detritos
(SILVA et al., 2012%; RODRIGUES; SILVA; HENRIQUES, 2014; SILVA et al., 2017).

O tratamento na otomicose envolve a remocdo de detritos do canal e completa limpeza;
uso de agentes antifngicos e/ou uso de substancias antissépticas. Os antifingicos disponiveis
para o tratamento incluem medicamentos de administracdo tdpica ou sistémica, utilizando-se
de mecanismos diversos com atividade fungistatica ou fungicida. Além dos farmacos
antiflngicos, outras substancias sdo usadas no tratamento de otomicose, incluindo os agentes
antissépticos (SHARIFYNIA et al., 2016).

Os antissépticos sdao formulacdes utilizadas para inibir ou eliminar o crescimento de
micro-organismos quando aplicados sobre a pele ou mucosas (PEREIRA et al., 2015). Diversos
estudos destacam a importancia e a grande utilizacdo destes compostos no tratamento de
otomicose, entre eles, o acido boérico destaca-se pelas propriedades bacteriostaticas e
fungistaticas apresentadas. Estudos recentes mostram as suas varias aplicacbes, como:
inseticida, conservante e lubrificante, além de ser utilizado em escala industrial (SCHMIDT,
2017; SALIHOGLU et al., 2017).

O aparecimento de cepas multirresistentes aos antifingicos € um fenémeno
crescentemente reconhecido. Além disso, a toxicidade apresentada pelos antifungicos e o
pequeno numero de medicamentos disponiveis para o tratamento de infec¢bes flngicas tém
chamado a atencdo para a busca de novos compostos com propriedades antifngicas eficazes
(SILVA et al., 2012%; PAULA et al., 2014; CAMPOY; ADRIO, 2017).

Os produtos naturais se mostram como uma das principais fontes de substancias
potencialmente ativas, que podem produzir tratamentos eficazes tornando-se cada vez mais
importantes e estudas. Entre eles, as plantas tém sido amplamente utilizadas na medicina a um
longo periodo de tempo, em particular, na medicina popular, pois podem ser aplicadas a
diversas doencas, sdo facilmente acessiveis e representam uma 6tima alternativa econdmica.
No entanto, diversos s@o 0s compostos produzidos nos vegetais, que se classificam em
metabolitos priméarios ou secundarios. Esses sdo os responsaveis pela variabilidade bioldgica
apresenta pelas plantas, os quais se destacam os 0leos essenciais por apresentarem atividade
antimicrobiana intrinseca (SARDI et al., 2013; NASCIMENTO JUNIOR et al., 2016).
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Os 06leos essenciais apresentam-se como misturas liquidas, volateis, limpidas e
coloridas de varios compostos arométicos, merecendo destaque por serem misturas complexas
constituidas, predominantemente, por substancias da familia dos terpenoides, ente eles se
destacam 0s monoterpenos por suas atividades biolégicas marcantes. Entre 0s monoterpenos
biciclicos destaca-se o a-pineno, um fitoconstituinte monoinsaturado, com odor resinoso,
podendo ser encontrado principalmente em o6leos essenciais de coniferas. Sua atividade
bioldgica vem sendo estudada cada vez com maior intensidade, devido aos significativos
resultados encontrados (HIM et al., 2008; SATOU et al., 2014; EDUARDO et al., 2018).

Considerando a importancia clinica da otomicose causada por leveduras do género
Candida, e baseando-se no potencial biolégico contido nos monoterpenos, se faz necessario o
estudo para avaliar a atividade antifungica de fitoconstituintes com promissora atividade
antiflngica, além de observar as possiveis alteracdes micromorfologicas provocadas por esses
metabdlitos, e consequentemente avaliar sua possivel insercdo como uma nova 0p¢ao
terapéutica. Além disso, o estudo de monoterpenos quando associados com substancias
antifungicas ja utilizadas nessa condicdo clinica, pode apontar para novas possibilidades
terapéuticas no tratamento da otomicose, ou por aumentar a eficacia, ou por evitar a inativagdo

por inibir mecanismos de resisténcia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

As infecgdes fungicas se destacam em meio as doengas infecciosas devido a incidéncia
e taxas de morbidade e mortalidade cada vez mais crescentes. Acredita-se que esse fato ocorra
devido a utilizacdo de tratamentos mais invasivos, como o transplante de células-tronco
hematopoéticas, transplante de Orgdos, uso de novos agentes quimioterapicos,
imunomoduladores, acarretando o aumentando do nimero de pacientes imunocomprometidos,
0s quais sdo os mais afetados e que necessitam de tratamento a longo prazo (BROWN,;
DENNING; LEVITZ, 2012; SULEYMAN; ALANGADEN, 2016).

Apesar das infecgdes fungicas ainda serem subestimadas e as mortes resultantes dessa
condicdo clinica, frequentemente, negligenciadas, tais infeccGes tornam-se cada vez mais
incidente. Por exemplo, no Brasil atualmente com uma populagéo superior a 200 milhdes de
pessoas, nenhuma das infeccBes fungicas em humanos esta atualmente na lista de doencas
relatadas oficialmente, mascarando a real incidéncia de infec¢des superficiais e/ou invasivas no
pais causadas por fungos. No entanto, observa-se com clareza que a incidéncia varia de acordo
com regifes geogréficas, habitos culturais, condi¢bes socioecondmicas e condi¢des individuais

de risco para colonizagédo por esses micro-organismos (GIACOMAZZ| et al., 2016).

A otomicose ou otite fungica é uma infeccdo unilateral ou bilateral de carater
superficial agudo, subagudo ou cronico causada por leveduras e/ou fungos filamentosos que
acometem a orelha externa, incluindo o pavilh&o auricular e o canal auditivo externo; e a orelha
média quando ocorre perfuracdo do timpano (Figura 1, p. 19). Também chamada e orelha de
natacdo, otite tropical e orelha fétida, a maioria dos organismos fungicos envolvidos nessa
infeccdo sdo saprofitos, devido a exposi¢do continuada da orelha a uma variedade de micro-
organismo (HAJA; SHAIK; SIVA, 2017; KUMARAN; KAVITHA, 2017; ALARID-
CORONEL et al., 2018). No contexto atual, a taxa de frequéncia de otomicose é maior entre 0s
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pacientes na faixa etaria de 26 a 50 anos. No entanto, esse perfil pode variar de acordo com a
regido geogréfica e condi¢des de estudo (ALI; ELHAG; IBRAHIM, 2018).

Diversos fatores de predisposicdo estdo envolvidos na causa da otomicose, de origem
fisioldgica ou exdgena, como: falhas nos mecanismos de defesa da orelha (alteragcdo no pH do
canal auditivo, alteracdo no epitélio de revestimento, mudancas quantitativas ou qualitativas da
producdo de cerume), trauma por limpeza excessiva, uso de prétese auditiva, uso de piercing,
entrada de corpos estranhos no canal, exposi¢do frequente a dgua (natacdo) ou associada a
infeccdes bacterianas de origem desconhecida. Outros fatores de risco que se destacam, de
forma geral, s@o: o uso de antibidticos de amplo espectro, 0 uso de esteroides, desordens
enddcrinas, neoplasias e doengas autoimunes (KAZEMI et al., 2015; CHERAGHSAHAR et
al., 2017).

Figura 1 - Anatomia do ouvido externo, médio e interno.
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Fonte: Adaptada de Chittka; Brockmann (2005, p. 564).

A otite fungica é comumente associada a regides geograficas tropicais, de clima quente
e Umido (ABDELAZEEM et al., 2015). Além disso, fatores anatémicos relacionados ao canal
auditivo, como tortuosidade, didmetro e comprimento ndo sdo fatores de risco para o
desenvolvimento da otomicose (BHALLY et al., 2004).

Estudos evidenciaram que 0s micro-organismos mais comuns isolados em casos de

otomicose foram Aspergillus niger, seguido por A. flavus, A. fumigatus. Enquanto, espécies de
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Candida séo consideradas as principais entre as leveduras envolvidas nessa infec¢do (SATISH,
VISWANATHE, MANJULADEVI, 2013; BARATI etal., 2011; PANCHAL et al., 2013; ANEJA
et al., 2010; CHERAGHSAHAR et al., 2017). A diferenca de variabilidade observada nesse
tipo de infeccdo € explicada pela ampla distribuicdo geografica e pelos diversos fatores

ambientais que os fungos estdo expostos (ALl et al., 2018).

Trabalhos publicados recentemente demonstram uma variedade de organismos
fangicos envolvidos na etiologia da otomicose, incluindo espécies dos géneros Aspergillus,
Candida, Penicillium, Fusarium, Mucoraceae, Scopulariopsis, Alternaria e Malassezia, bem
como varios dermatofitos. E indiscutivel que o género Aspergillus seja o de maior incidéncia,
em especial, a espécie A. niger, sendo a mais isolada em estudos recentes, embora A. flavus e
A. fumigatus também estejam entre as mais comuns (AGARWAL; DEVI, 2017; CHAPPE et
al., 2018). Fato importante a se destacar € que o género Candida é considerado o segundo
principal agente etioldgico envolvido na otomicose, especialmente as espécies C. albicans, C.
parapsilosis, C. auris e C. tropicalis. Alem disso, é fato que alguns estudos citam este género
como principal micro-organismo isolado. Geralmente, Candida spp. estdo envolvidas nessa
infeccdo como patdégeno Unico ou associado a outros micro-organismos (KUMARAN;
KAVITHA, 2017; SURANENI et al., 2017; ALI et al., 2018). Por esta razdo, destaca-se a

importancia do estudo com essas leveduras.

O género Candida tem se destacado nos Ultimos anos, por espécies deste género
pertencerem a microbiota humana, podendo se tornar patdgenos oportunistas, por meio da
manifestacdo dos fatores de viruléncia do micro-organismo, devido as condicdes fisiologicas
ou imunologicas do individuo. Entre os principais fatores de viruléncia associados ao género
Candida, estdo: adesdo de células epiteliais; capacidade de formacao de biofilmes; secre¢des
enzimaticas hidroliticas, tais como: proteases, fosfolipases e hemolisinas; evasdo de células
fagocitérias e transicao entre estados de levedura e hifa, tornando-se capazes de adentrar tecidos
(CHAVES; SANTOS; COLOMBO, 2012; CHAVES et al., 2013).

De acordo com sua classificacdo taxondmica, o género Candida pertence ao Dominio
Eukarya, Reino Fungi, Divisdo Eumycota, Subdivisio Deuteromycotina, Classe
Hemiascomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia Saccharomycetoceae, Género Candida.
Sua composicdo € heterogénea e compreende mais de 200 espécies de organismos

leveduriformes eucarioticos, que fazem parte da microbiota de diversas regides do corpo, tais
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como: orofaringe, cavidade bucal, brénquios, vagina e unhas (HOOG et al., 2001; SILVA et
al., 2012?%).

No sistema auditivo, a medida que essas leveduras crescem, as camadas superficiais
das células epiteliais sdo fundidas e preenchem o canal auditivo com uma massa de detritos,
isso ocorre porque o processo infeccioso leva a um desequilibrio lipidico/acido da orelha,
ocasionando um processo inflamatério (RATHOD et al., 2017). O comprometimento desse
sistema fisiolégico leva o individuo a apresentar diversos sintomas, como por exemplo: otalgia,
otorreia, prurido, zumbido, plenitude aural, blogueio e/ou perda auditiva. No entanto, muitas
vezes essa infeccdo permanece despercebida e sem acompanhamento médico até ocorrer
complicagdes graves, como rompimento do timpano, que possivelmente levara a um duradouro
acompanhamento e tratamento farmacoldgico (DHINGRA; DHINGRA, 2014; KUMAR,;
KUMAR; KUMAR, 2017).

O diagndstico da otomicose € realizado por exame microscopico direto do material
fangico. Porém, esse exame pode apresentar resultados conflitantes, pois os detritos auditivos
podem assemelhar-se a Candida spp. ou dermatdéfitos. Além disso, material insuficiente pode
levar a resultados falso-negativos. Portanto, a cultura de células continua sendo o teste de
diagnostico desejavel nesse tipo de infeccdo (ALARID-CORONEL et al., 2018). Em
contrapartida, estudos afirmam que a cultura raramente € necessaria, por ndo alterar o manejo
farmacol6gico (GUITTEREZ et al., 2005; EDWARD; IRFANDY, 2012). Sabe-se que apesar
de raramente ser uma ameaca a vida, a otomicose € um processo desafiador e frustrante para 0s
pacientes, otorrinolaringologistas e demais profissionais de satde, pois geralmente requer longo
periodo de tratamento e acompanhamento (HO et al., 2006; MOFATTEH et al., 2018).

O tratamento intensivo da otomicose envolve desde a eliminacgao dos fatores de risco;
remocao de detritos e limpeza completa do canal; até o uso de substancias antissépticas e/ou
farmacos antifungicos (EDWARD; IRFANDY, 2012). Embora, varios estudos tenham avaliado
a eficacia de diversos agentes antifingicos, ndo existe um consenso ou protocolo a ser seguido
sobre o farmaco mais efetivo para o tratamento. Por esta razao, varias classes de medicamentos
antifungicos tém sido usadas na clinica com sucesso variavel, devido 0os micro-organismos
envolvidos na otomicose serem de origem diversas, possuirem perfis de susceptibilidade
antifngica variada ou ainda por apresentarem mecanismos de resisténcia. Outro componente

fundamental do tratamento inclui manter o ouvido seco com o objetivo de restaurar as
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caracteristicas fisioldgicas do sistema (VENNEWALD; KLEMM, 2010; GHARAGHANI;
SEIFI; MAHMOUDABADI, 2015; ALI; ELHAG; IBRAHIM, 2018).

Os compostos antifangicos utilizados no tratamento da otite fangica sdo, normalmente,
administrados por via topica e preparados como solucdo otoldgica estéril de baixa concentracao.
Os principais farmacos utilizados descritos na literatura sdo: clotrimazol, tioconazol, miconazol
e nistatina. Entretanto, em muitos casos sao administradas solucdes &cidas e/ou desidratantes
de administracao otologica com caracteristicas antissépticas e baixo efeito toxico, como: acido
acetico, acido borico, acetato de m-cresol, entre outros, acetato de fenil-mercdrio, acetato de
aluminio (solucdo a 5%), violeta de genciana, entre outros (VENNEWALD; KLEMM, 2010;
HAMZA et al., 2011; ROMSAITHONG et al., 2016).

Os az0is constituem a maior e principal classe de agentes antifungicos utilizados na
otomicose. Essa classe € constituida de moléculas organicas ciclicas, introduzidas pela primeira
vez como antiflngicos na década de 1980. Esses antifungicos podem ser classificados em dois
grupos: imidazois e triazdis. Os imidazois (clotrimazol, miconazol e cetoconazol) foram os
primeiros azois desenvolvidos. No entanto, devido & sua alta toxicidade, efeitos colaterais
graves e inimeras interagdes com outros farmacos, eles foram substituidos pelos triazois
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

De forma geral, os triazois sdo compostos heterociclicos com anel pentagonal. Seu
mecanismo de a¢do funciona interrompendo a biossintese do ergosterol promovendo a inibicao
da enzima 14-a-esterol desmetilase, uma enzima dependente do citocromo P-450, que €
responsavel pela conversdo do lanosterol em ergosterol (Figura 2). Desta forma, promovem o
comprometimento da biossintese do principal esterol da membrana celular fingica, causando
uma alteracdo do equilibrio hidroeletrolitico da membrana por desagregar o arranjo compacto
das cadeias acil dos fosfolipideos, interferindo nas func¢des de sistemas enzimaticos associados
a membrana, promovendo falha no processo de replicacdo do fungo, inibindo assim o seu
crescimento (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012; CAMPQY; ADRIO, 2017).



Figura 2 — Parede celular, membrana flngica e mecanismo de acdo dos azois.
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Nos Estados Unidos, o clotrimazol, em solugdo topica otoldgica a 1%, é considerado

o farmaco de primeira escolha para o tratamento de otomicose sem complica¢cdes. Embora, esse

derivado imidazdlico tenha eficacia comprovada contra um amplo espectro de patdgenos e ndo

tenha demonstrado ototoxicidade, ele ndo possui indicacdo especifica para otomicose
(MUNGUIA; DANIEL, 2008; CROWLEY; GALLAGHER, 2014). Entretanto, os estudos

encontrados na literatura que utilizam desse tratamento sdo conduzidos com um ndmero

limitado de casos e a eficacia terapéutica, normalmente, é avaliada apenas pela resolucdo dos

sintomas. Além disso, observa-se que a eficacia dos azoOis na otomicose parece depender da

duracéo do tratamento (SURANENI et al., 2017; OMRAN et al., 2018).
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Em casos de otomicose refrataria, cronica ou com comprometimento da membrana
timpénica se faz necessario, na maioria dos casos, 0 uso de uma terapia antifngica oral
(RAVINDRAN; SAGESH, 2017). A terapia farmacoldgica utilizada nessa infeccdo é
considerada limitada, quando comparada ao arsenal de antifingicos disponiveis. Acredita-se
que isso seja atribuido a via de administracdo pretendida para o tratamento ou aos possiveis

efeitos toxicos apresentados pelos antifangicos (SILVA et al., 2012?).

Além dos antifungicos comercializados, outras substancias com propriedades
antifingicas podem ser usadas no tratamento de otomicose, incluindo os agentes antissépticos.
Os antissépticos sdo formulacBes utilizadas para inibir ou eliminar o crescimento de micro-
organismos quando aplicados sobre a pele ou mucosas. Muitos apresentam atividade
antifangica significativa, entretanto, alguns fatores podem levar a ineficicia da acdo dessas
substancias, incluindo a resisténcia dos micro-organismos, a inativacdo devido a diluicdo da

substancia ou o antagonismo quando usadas com outras substancias (PEREIRA et al., 2015).

Diversos estudos destacam a importancia e a grande utilizacdo dos antissépticos no
tratamento da otomicose. Entre eles, destaca-se o &cido borico, também conhecido como &cido
borécico, € um acido inorganico disponivel na forma de pé cristalino branco, inodoro e
facilmente solivel em agua, cuja formula molecular € H3BOs (Figura 3, p. 24). Na natureza sua
fraca producdo se da em minerais, agua do mar e frutas. Tem propriedade antisséptica moderada
com mecanismo de acdo pouco claro. O é&cido borico também possui propriedades
bacteriostaticas e fungistaticas. Apresentando varias outras aplicagfes, como: inseticida,
conservante e lubrificante, além de ser utilizado em escala industrial. Na medicina é usado como
antisséptico na lavagem ocular ou no tratamento de cortes e queimaduras menores, acne, aftas,
podendo ainda ser usado no tratamento de segunda linha em infec¢fes fungicas vulvovaginais
complicadas (IAVAZZO et al., 2011; SALIHOGLU et al., 2017). Nos ultimos anos, também
vem sendo empregado no tratamento de otite média, sendo administrado na concentracdo de
4% diluida em alcool a 70% ou agua destilada (OZTURKCAN et al., 2009; LOOCK, 2012).
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Figura 3 - Molécula do &cido borico.
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Fonte: Adaptado de Silva e colaboradores (2016, p. 6633).

O uso de solucgdes de acido borico como tratamentos antissépticos pode ser rastreado
até o trabalho pioneiro de Lister, relatado em 1875, além de ser frequentemente recomendado
na literatura ndo cientifica (WORBOYS, 2013). E importante ressaltar que ndo parece haver
um mecanismo especifico de resisténcia ao acido borico que diminua o potencial terapéutico
dessa substancia (SCHMIDT, 2017). Recentemente, estudos demonstraram que o0 acido borico
atua, possivelmente, aumentando lentamente a permeabilidade da célula flngica, diminuindo a
sintese de ergosterol e causando a supressdo da transformacéo de hifa-levedura (SCHMIDT et
al., 2010; DE SETA; HUNTER; LARSEN, 2014). Outros estudos indicaram ainda que o acido
borico pode ter uma influéncia nos mecanismos de biossintese da parede celular em bactéria
(DE SETA et al., 2009; POINTER; BOYER; SCHMIDT, 2015).

Devido ao aumento do niumero de casos relatados de otomicose e 0 pequeno ndmero
de farmacos antifungicos disponiveis que possam ser utilizados nesse tipo de infeccdo, as
substancias antissépticas tém se tornado uma alternativa farmacoldgica para o tratamento da
otomicose. No entanto, estudos com o propdsito de garantir a seguranca no uso otolégico dessas
substancias devem ser realizados. Diante do exposto, faz-se necessaria a busca por terapias
alternativas, especialmente por derivados de plantas e seus metabdlitos. Logo, esses compostos
sdo reconhecidos como fontes de agentes terapéuticos de diversidade estrutural quimica com
atividade bioldgica reconhecida (LAHLOU, 2007; NASCIMENTO JUNIOR et al., 2016).

Diversas s@o as substancias produzidas nos vegetais, que podem ser divididas em dois

grandes grupos. O primeiro, denominado de metabolitos primérios ou macromoléculas,



25

apresentam funcdes vitais bem definidas e sdo essenciais a manutengédo e sobrevivéncia dos
vegetais, incluem os lipideos, glicidios, nucleotideos e protideos. O metabolismo das vias
biossintéticas para producdo dessas substancias, originam, via gasto de energia. O primeiro
grupo de compostos encontrados nos vegetais, sdo denominados por metabolitos secundarios
ou micromoléculas, geralmente apresentando estrutura complexa, baixa massa molecular e
marcantes atividades bioldgicas. No entanto, sdo encontrados em baixas concentragdes e em
grupos de plantas especificas (POSER; MENTZ, 2004).

A atividade antimicrobiana apresentada pelas plantas é caracterizada pela presenca de
compostos quimicos, oriundos do metabolismo secundario, como alcaloides, glicosideos, 6leos
essenciais e seus fitoconstituintes, flavonoides, taninos e cumarinas. Além dessa propriedade
intrinseca, tais substancias podem alterar o efeito de farmacos antimicrobianos, seja
aumentando ou diminuindo sua atividade. Além disso, a utilizacdo dessas substancias pode
representar um avanco contra 0s mecanismos de resisténcia que inativam farmacos
antimicrobianos (MIRON et al., 2014).

Dentre os metabdlitos secundarios derivados de plantas, destacam-se os 6leos
essenciais, os quais a Organizacdo Internacional de Normalizacdo (1SO/D1S9235.2) define
como um produto feito por destilacdo com agua ou vapor, ou por processamento mecanico ou
por destilacdo a seco de materiais naturais. Eles aparecem como misturas liquidas, volateis,
limpidas e coloridas de varios compostos aromaticos. Os 6leos essenciais sdo obtidos de todas
as partes da planta, principalmente de ervas e especiarias, embora atualmente sejam examinadas
novas fontes desse metabdlito, como a partir de residuos alimentares. Usos medicinais dessas
substancias sdo documentados com supostas atividades biologicas, como: anti-inflamatoria,
analgesica, sedativa, antimicrobiana, espasmolitica, anestésica, antioxidante, entre outras
(AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013; FENGFENG et al., 2017).

Os 6leos essenciais sdo constituidos predominantemente por substancias da familia
dos terpenos, que formam estruturalmente e funcionalmente diferentes classes de metabdlitos
pela combinacdo de unidades de isopreno (CsHg), que se origina do acido meval6nico. O
isopreno é um composto organico da classe dos alcadienos. Os principais compostos terpénicos
sdo: os monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Coo), triterpenos (Cao),
tetraterpenos (Cao), polisoprenoides (,C) e seus derivados oxigenados (terpenoides)
(BAKKALI et al., 2008).
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Os monoterpenos sdo divididos em trés grandes subgrupos: os aciclicos (geraniol,
citral e linalol); os monociclicos (a-terpineol e terpinoleno); e os biciclicos (a-pineno, 3-pineno,
tujona e fenchona). Sdo arrastados pelo vapor d’4gua livres de outros componentes por serem
altamente volateis, geralmente sdo utilizados no meio industrial por suas caracteristicas
organolépticas marcantes (SIMOES, SPITZER, 2010).

Os pinenos fazem parte do grupo dos monoterpenos bibiclicos. Eles apresentam dois
isdmeros constitucionais ativos, ambos possuem enantidmeros conhecidos na natureza como (-
)-a-pineno, (+)-a-pineno, (-)-p-pineno e (+)-p-pineno, podendo ocorrer em varias proporcdes
dependendo da sua origem vegetal (Figura 4). A mistura racémica esta presente em alguns 6leos
essenciais e podem ser encontrados em plantas da regido Nordeste do Brasil como a malva-
santa, eucalipto, erva de santa maria, manjericdo e pimenta preta (JUCA, 2007; TABANCA et
al., 2007; YANG et al., 2011). Ambos os isdbmeros sdo produzidos a partir do difosfato de
geranil através da ciclizacdo do difosfato de linalil, e seguido pela perda de prétons no
carbocation (DEWICK, 1997).

Figura 4 - Formula estrutural dos enantiomeros o, ¢ B-pineno.
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O a-pineno (2,6,6-trimetil  biciclico [3.1.1]-hept-2-en0) € um composto
monoinsaturado, com um odor resinoso caracteristico, tipo madeira. Esse fitoconstituinte pode
ser encontrado nos 6leos essenciais de coniferas, alecrim e lavanda. Sob condi¢es normais ele
é altamente volatil, devido a sua alta pressdo de vapor (HO et al., 2011). Em relacdo a sua
atividade bioldgica, ja é evidenciada propriedades larvicida (GOVINDARAJAN et al., 2016),
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antinociceptiva (HIM et al., 2008), anti-inflamatéria (KIM et al., 2017), antibacteriana
(EDUARDO et al., 2018), além de prevenir o estresse oxidativo (KARTHIKEYAN et al.,
2018). Também foi evidenciado que a inalagdo do a-pineno produziu efeito ansiolitico em um
teste de labirinto elevado em ratos (SATOU et al., 2014). Foi comprovado ainda que a
estimulacéo olfativa pelo fitoconstituinte também induz relaxamento fisioldgico, provocando
uma diminuicdo significativa da frequéncia cardiaca (IKEI; SONG; MIYAZAKI, 2016).

Diante dessa realidade, faz-se necessaria a experimentagdo de substancias com
promissor potencial antifingico contra cepas do género Candida isoladas de otomicose, para
que se possa determinar a atividade dessas substancias e, consequentemente, estudar sua
insercdo como uma nova opcao terapéutica. Ainda, tornar essas substancias, uma alternativa
que podera ser explorada com o uso combinado com outros agentes antifingicos, com o objeto

de melhorar o tratamento ou extinguir a problematica frente a otomicose.

Baseado no potencial biolégico contido nos monoterpenos, em especial no a-pineno,
esse trabalho se propds a avaliar a atividade antifungica desse fitoconstituinte frente estirpes de
Candida ssp. e ainda, avaliar a atividade antifingica das principais opgOes terapéuticas
disponiveis utilizadas na otomicose, como: o clotrimazol e acido boérico, a fim de que seja
descoberta uma possivel alternativa terapéutica no combate a esta infeccdo, seja no uso isolado
do monoterpeno ou quando combinado com 0s agentes de carater antifingico descritos

anteriormente.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antifingica in vitro do a-pineno contra espécies de Candida
isoladas de pacientes com otomicose.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) do a-pineno contra cepas
de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis isoladas de pacientes com otomicose;

o Determinar a CIM do clotrimazol e do &cido borico frente os mesmos isolados;

o Determinar a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do monoterpeno contra
0s organismos fangicos em analise;

o Avaliar a interferéncia do monoterpeno sobre a micromorfologia das leveduras;

o Investigar o efeito da associagdo entre o fitoconstituinte e acido borico frente a
espécies de Candida.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO

Os ensaios laboratoriais foram realizados no Laboratério de Micologia (LM) do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Saude (CCS), Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), Jodo Pessoa, Paraiba, sob a coordenacdo da Prof.2 Dra. Edeltrudes
de Oliveira Lima. O laboratorio dispde de estrutura, substancias, materiais e equipamentos
adequados e suficientes para a realizacdo dos experimentos descritos. O periodo de execucgédo

do estudo decorreu de marco de 2017 até novembro de 2018.
4.2 ASPECTOS ETICOS

Foi solicitado ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos a isen¢o do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), com base na resolucdo do Conselho Nacional
de Saude (CNS) n° 466 de 12 de dezembro de 2012, item IV.8 que contempla a dispensa do
TCLE em situacdes de impossibilidade de obtencédo. Essa solicitagdo foi fundamentada por ser
um estudo experimental, qualitativo-quantitativo, analitico/descritivo que contempla o uso dos
micro-organismos isolados a partir dos exames micoldgicos de individuos com otomicose, que
se encontravam armazenados como parte da rotina de uma instituicdo privada, localizada na
cidade de Jodo Pessoa, Paraiba. Portanto, as etapas do estudo foram realizadas sem adicao de
riscos ou danos aos participantes da pesquisa ou prejuizos ao bem-estar dos mesmos. Esse
estudo foi conduzido ap6s aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, com
parecer consubstanciado favoravel (Anexo 1), nUmero 2.410.809, no dia 01 de dezembro de

2017, Jodo Pessoa, Paraiba pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do CCS.

O pesquisador, orientador e demais colaboradores envolvidos no Projeto em questdo
se comprometem, individual e coletivamente, a utilizar os dados provenientes deste, apenas
para os fins descritos e a cumprir todas as Diretrizes e Normas descritas na Resolucdo CNS

n°466/12, e suas complementares.
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4.3 PRODUTOS TESTES

O monoterpeno a-pineno foi adquirido da Sigma-Aldrich®, S&o Paulo - SP, Brasil com
grau de pureza de 98% e densidade igual a 0,858 g/mL. Para realiza¢do dos ensaios de avaliagdo
da atividade antifangica, o fitoconstituinte foi solubilizado em agua destilada estéril, com
Tween 80 a 2% e Dimetilsulfoxido (DMSO) em uma proporcdo de até 10% (HOOD;
WILKINSON; CAVANAGH, 2003).

O antifungico padrao, clotrimazol, foi adquirido da Henrifarma Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda., Sdo Paulo - SP, Brasil. Esse farmaco foi selecionado para a execucao dos
ensaios propostos por se tratar de um principio ativo de uso terapéutico aprovado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil, além de ser um farmaco de escolha

utilizado na condicéo clinica em estudo.

O acido borico foi adquirido da Henrifarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda.,
Sdo Paulo - SP, Brasil. Esse acido foi utilizado para execucdo dos ensaios por se tratar de um
composto antisseptico utilizado no tratamento de otomicose. O acido borico foi solubilizado

em agua destilada estéril no momento da realizagdo dos ensaios.
4.4 MEIOS DE CULTURA

Para a manutencdo das cepas e realizacdo dos ensaios de atividade antifangica foram
utilizados, respectivamente, o Agar Sabouraud Dextrose (ASD) da Difco Laboratories Ltd,
USA e o Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640), com L-glutamina e sem
bicarbonato da Investigacdo Laboratorial Ltda. (INLAB), S&o Paulo - SP, Brasil. Os meios
foram mantidos e preparados conforme as recomendagdes dos fabricantes. O ASD foi
distribuido em tubos de ensaios de vidro neutro e esterilizados de 20 mm x 200 mm, em volume
adequado, cerca de 8 mL, para semear coldnias de leveduras. Enquanto, o RPMI 1640 com L-
glutamina e sem bicarbonato foi preparado e distribuido em tubos de ensaio de vidro neutro e

esterilizados de 15 mm x 150 mm antes da realiza¢do dos ensaios.
4.5 CEPAS DO GENERO Candida

Para os ensaios da atividade antifingica, foram utilizadas leveduras da linhagem
padrdo American Type Culture Collection (ATCC®) e originados de pacientes com otomicose.
Foram utilizadas 14 amostras flngicas, pertencentes as seguintes espécies:
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e C. albicans (Robin) Berkhout, 1923: LM-19, LM-133, LM-77, LM-701, LM-18 ¢

ATCC® 60193™;

e C. parapsilosis (Ashford) Langeron et Talice, 1934: LM-87, LM-20, LM-107 e
ATCC® 22019™;

e C. tropicalis (Castellani) Berkhout, 1931: LM-177, LM-808, LM-217 e ATCC®
13803™.

Os isolados clinicos foram obtidos a partir de um laboratorio privado, localizado na
cidade de Jodo Pessoa, Paraiba - PB, Brasil como parte da rotina laboratorial. Os micro-
organismos foram selecionados de acordo com a solicitagdo médica da coleta de material
fangico do canal auditivo, como suspeita de infeccdo de ouvido associada a espécies fangicas.
Apos isolamento e identificagdo das espécies referentes ao género Candida, essas foram
semeadas em ASD, e apés seu crescimento, foram mantidas sob refrigeracdo a + 4°C. As
estirpes utilizadas estdo depositadas e registradas na Micoteca do Laboratério de Pesquisa:
Atividade Antibacteriana e Antifingica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, CCS,
UFPB. Todas as estirpes foram repicadas em ASD e incubadas a 35 £ 2°C, por 24-48 horas

antecedentes ao experimento, a fim de revitaliza-las.
4.6 INOCULO

Para preparagdo do indculo, colénias de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis
foram semeadas em ASD e incubadas a 35 + 2°C, por 48 horas antes da realizagdo dos
experimentos, como descrito anteriormente. Posteriormente, coldnias dessas culturas foram
suspensas em solucdo de cloreto de sodio 0,9% (NaCl 0,9%) esterilizada e, por fim, ajustadas
de acordo com o padréo do tubo n° 0,5 da escala McFarland (Figura 5), para obtencdo de um
indculo, com aproximadamente 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/Mililitro (mL).
No entanto, uma diluicdo na proporc¢do 1:10 foi realizada no momento da execugdo de todos
experimentos, desta forma os ensaios foram realizados com inéculo final correspondente a,
aproximadamente, 10° UFC/mL (HOLETZ et al., 2002; CLSI, 2017).
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Figura 5 - Preparacgdo do indculo.
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4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

4.7.1 Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinagdo da CIM do a-pineno, clotrimazol e acido borico contra espécies de
Candida foi realizada pela técnica de microdiluicdo em placa, contendo 96 po¢os com cavidade
em formato de “U” (INLAB, S&o Paulo - SP, Brasil). Inicialmente, foram distribuidos 100 uL
de meio RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato nos pocos das placas. Em seguida,
100 pL do produto teste foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa, obtendo
uma concentracdo inicial de 1.024 pg/mL. Posteriormente, por meio de dilui¢Bes seriadas a
razdo de dois (2:1), foram obtidas concentragdes de 1.024 pg/mL até 1 pg/mL. Por fim, foram
adicionados 10 puL do indculo das espécies de Candida nas cavidades, correspondendo a um
inoculo final de 10° UFC/mL. Desta forma, cada coluna da placa corresponde a uma cepa
fangica. As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35 + 2°C por 24 horas. Apos
este periodo foi realizada a leitura dos resultados. O valor da CIM foi definido como a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento fungico visivel, quando comparado ao seu controle
de crescimento, sendo confirmada pela observacdo da mudanca colorimétrica do meio liquido
utilizado, como indicativo de crescimento fangico (Figura 6), sendo a concentracdo expressa
em pg/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000; CLSI, 2017).
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Figura 6 - Determinacdo da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM).
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Legenda: 1. Adicdo do meio liquido; 2. Adigdo do produto teste; 3. Dilui¢Bes seriadas 2:1; 4. Adicdo do in6culo;
5. Incubacgdo da placa; 6. Avalia¢do do crescimento fangico.
Fonte: Elaborada pelo autor.

No momento da execucdo do experimento os controles foram testados, para
verificacdo da auséncia de interferéncia dos agentes emulsificantes (100 pL do RPMI 1640 com
L-glutamina e sem bicarbonato + 100 pL de solugdo com DMSO a 10% e Tween 80 a 2% + 20
WL do in6culo), controle de esterilidade do meio de cultura (apenas 100 pL do RPMI 1640 com
L-glutamina e sem bicarbonato) e controle de viabilidade do micro-organismo (100 pL do
RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato + 10 pL do inéculo). Todos os ensaios foram

realizados em triplicata e a média aritmética das CIMs obtidas nos ensaios foi calculada.

A atividade antifingica do a-pineno foi interpretada e considerada como ativa ou
inativa, conforme os seguintes critérios: até 500 ug/mL a substancia € considerada com elevada
atividade, entre 600 e 1.500 ng/mL moderada atividade; e CIM acima 1.500 pg/mL caracteriza
0 produto com fraca atividade ou inativo contra as cepas testadas (HOLETZ et al., 2002;
SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).

4.7.2 Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Todas as cepas de C. albicans e C. parapsilosis foram ensaiadas para determinagao da

CFM do a-pineno. Primeiramente, aliquotas de 10 puL do sobrenadante da cavidade de cada
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cepa onde foi observado inibi¢cdo do crescimento fangico (CIM, CIMx2 e CIMx4) foram
adicionados a 100 pL de caldo RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato e incubadas
por 24 horas a 35 + 2°C. Apos este periodo a CFM foi considerada como a menor concentracao
do produto onde ndo houve crescimento do micro-organismo (Figura 7, p. 34). Os ensaios foram
realizados em triplicata (NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008; BALOUIRI; SADIKI;
IBNSOUDA, 2016). Os controles de auséncia de interferéncia pelos agentes emulsificantes, de
viabilidade dos micro-organismos e de esterilidade do meio de cultura foram realizados e
apresentaram resultados, respectivamente, positivo, positivo e negativo para 0S ensaios

realizados.

O modo de a¢do do monoterpeno foi caracterizado entre atividade fungistatica ou
fungicida a partir da razdo CFM/CIM. O a-pineno foi considerado um agente com atividade
fungicida quando CFM/CIM < 4 ou fungistatico, caso CFM/CIM > 4 (SIDDIQUI et al., 2013).
O resultado foi expresso pela média aritmética das CFMs obtidas para cada cepa.

Figura 7 - Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM).
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Legenda: 1. Retirada do sobrenadante da CIM, CIMx2 e CIMx4; 2. Adigdo do meio liquido; 3. Incubagdo da placa;
4. Avaliacdo do crescimento fangico.
Fonte: Elabora pelo autor.

4.7.3 Efeito do a-pineno sobre a micromorfologia flngica

Para o estudo das possiveis alteracbes morfologicas provocadas pelo a-pineno sobre
as cepas de C. albicans ATCC® 60193™ e LM-19; e C. parapsilosis ATCC® 22019™ e LM-87,

as linhagens foram subcultivadas frente a diferentes concentragdes do a-pineno (CIM, CIMx2
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e CIMx4). Inicialmente, foram distribuidos 100 uL. de RPMI 1640 com L-glutamina e sem
bicarbonato nos pogos das placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 puL do a-pineno foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da placa, na concentracdo correspondente a
CIMx4. Por meio de diluicdes seriadas a razéo de dois (2:1), foi obtida concentracdes de CIMx4
até CIM. Por fim, 10 uL do in6culo foram adicionados nas cavidades, previamente padronizado
de acordo com a escala do tubo n° 0,5 da escala McFarland, onde cada coluna da placa
correspondeu a uma cepa fangica especifica. As placas foram acondicionadas a 35 + 2°C por
24 horas. Apos esse periodo cada pogo foi homogeneizado e uma aliquota de 10 pL retirada
para ser analisada por microscopia Optica, em um aumento de 400x (Figura 8, p. 35), para
avaliacdo qualitativa sera observada a presenca ou ndo de estruturas caracteristicas como
blastoconidios e pseudo-hifas (ALVES et al., 2013).

O experimento foi realizado em triplicata e a média aritmética foi calculada a partir
das estruturas presentes em cinco campos (em cruz) nas concentracdes ensaiadas, em
comparagdo ao controle de crescimento (100 uL de RPMI 1640 com L-glutamina e sem
bicarbonato + 10 pL do indculo). A avaliacdo dos resultados encontrados foi executada em
software estatistico GradhPad Prisma versao 7.03®, disponivel em versao de teste valida para
uso por tempo determinado. A andlise estatistica foi submetida a avaliacdo de amostras ndo

paramétricas pelo teste U de Mann-Whitney.
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Figura 8 - Efeito do a-pineno sobre a micromorfologia fungica.
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Legenda: 1. Adicdo do meio liquido; 2. Adicdo do produto teste; 3. Dilui¢Bes seriadas 2:1; 4. Adicdo do in6culo;
5. Incubacdo da placa; 6. Esfregaco em lamina. 7. Avaliagdo das estruturas fungicas.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.7.4 Ensaio Checkerboard

Apos determinacdo da CIM do a-pineno e do &cido borico contra as cepas de Candida,
foi realizado o estudo de associacdo entre os produtos pela técnica de Checkerboard.
Inicialmente, 100 uL de RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato foram distribuidos na
placa de 96 cavidades, com fundo em forma de “U” (INLAB, Sdo Paulo-SP, Brasil).
Posteriormente, 50 pLL do a-pineno nas concentragcdes CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIM+2,
CIM+4, CIM=+8 foram adicionados no sentido horizontal. Em seguida, foi dispensado 50 pL do
acido borico nas concentracbes CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIM+2, CIM+4, CIM+8 no
sentido vertical. Por dltimo, foram acrescentados 20 L do indculo padronizado correspondente
a cada combinacdo. As placas foram incubadas a 35 + 2°C e a leitura feita apos 24 horas para
observagédo da presenga ou ndo do crescimento fungico visivel (Figura 9, p. 36), assim como
indicado pela mudanca colorimétrica do meio liquido utilizado, indicando crescimento do
micro-organismo (WHITE et al., 1996).
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Todos os controles foram aplicados, com o objetivo de atestar a auséncia de
interferéncia pelos agentes emulsificantes, a esterilidade do meio de cultura utilizado e a

viabilidade dos micro-organismos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Figura 9 - Ensaio Checkerboard.
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Legenda: 1. Adicao do meio liquido; 2. Adigdo do produto teste A; 3. Adicdo do produto teste B; 4. Adicdo do
indculo; 5. Incubacdo da placa; 6. Avaliagdo do crescimento flngico.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Para determinacdo do tipo de efeito produzido na associacdo de duas substancias pela
técnica de Checkerboard, os calculos descritos pelos quatro métodos possiveis foram aplicados
(BONAPACE et al., 2002). Diante dos resultados obtidos, a técnica de calculo descrita por
Anon (1992) foi empregada para reproducdo dos valores encontrados na combinacdo. Dessa
maneira, a Concentracdo Inibitdria Fracionada (CIF) foi calculada para cada produto utilizado

na associacgéo, da seguinte forma:

__ CIM do produto A na combinagao e CIFs = CIM do produto B na combinagao
= B =

CIM do produto A individual CIM do produto B individual

CIFa
Posteriormente, o Indice da Concentracio Inibitéria Fracionada (ICIF) foi calculado
através da equacéo:
ICIF = CIFa + CIFB

Ap0os determinacdo do ICIF, os resultados foram interpretados como: sinergismo (ICIF
<0,5); aditividade (ICIF > 0,5 e < 1); indiferenga (ICIF > 1 e < 4); ou antagonismo (ICIF > 4)
(LEWIS et al., 2002; CORREA-ROYERO et al., 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dada a complexa variacdo genética que existe nos genomas eucarioticos, substancias
com promissora atividade antifungica podem tragar novos mecanismos de agéo, tratar micro-
organismos resistentes, aumentar as alternativas de tratamento, diminuir a toxicidade
apresentada pelos antifingicos, surgir como uma alternativa economicamente viavel ou ainda
intensificar a eficacia do tratamento através de efeitos combinados. Diante disso, os resultados
encontrados nesse estudo sao fundamentais para o possivel desenvolvimento e aprimoramento
molecular de um novo farmaco antifungico ou uma nova terapia antifingica combinada em

casos de otomicose.
51 DETERMINACAO DA CIM E CFM

Os valores da CIM do a-pineno, clotrimazol e acido borico contra Candida spp. podem
ser observados na Tabela 1, p. 38. O a-pineno apresentou CIM no intervalo entre 64 e 1.024
png/mL. O monoterpeno foi capaz de inibir, aproximadamente, 86% dos micro-organismos
ensaiados. O melhor perfil de inibicdo do crescimento fungico foi apresentado pela
concentracdo de 128 pg/mL, inibindo 79% das cepas testadas. Enquanto, a concentracao de 64
pg/mL inibiu o crescimento de 35% das leveduras. O a-pineno apresentou melhor atividade
antifingica frente as cepas ATCC®. Dessa forma, baseando-se na concentragio na qual o
produto conseguiu inibir pelo menos 75% das cepas ensaiadas (CIM7s) e interpretando de
acordo com os critérios de Sartoratto e colaboradores (2004) pode-se dizer que o fitoconstituinte

apresentou forte atividade antimicrobiana, com CIM7sde 128 pg/mL.

Os métodos de diluicdo sdo os mais adequados para a determinacdo dos valores da
CIM, uma vez que oferecem a possibilidade de estimar a concentracdo do agente
antimicrobiano testado em meio sélido (diluicdo em agar) ou meio liquido (macrodilui¢do ou
microdiluicdo). O ultimo pode ser utilizado para determinar quantitativamente a atividade
antimicrobiana in vitro contra bactérias e fungos. Muitos protocolos clinicos sdo aprovados para
o teste de suscetibilidade antimicrobiana por diluicdo em meio liquido para bactérias, leveduras
e fungos filamentosos (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

A atividade fungicida ou fungistatica dos 6leos essenciais e seus fitoconstituintes, a
literatura crescente sobre a elucidagdo dos mecanismos de acdo envolvidos dessas substancias,

juntamente com o conhecimento sobre seus usos tradicionais, enfatizam as possiveis aplicaces
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desses produtos em diversos campos, inclusive na medicina humana. Diante disso,
monoterpenos surgem como moléculas importantes para o desenvolvimento de novos farmacos
antifingicos que sejam seguros para a saude humana e ambiental (NAZZARO et al., 2017).

Tabela 1 - Concentracéo Inibitéria Minima (ug/mL) do a-pineno, clotrimazol e acido bérico
contra espécies de Candida.

a-pineno  clotrimazol acido controles

Cepas borico
CIM CIM CIM Micro-organismo RPMI

C. albicans
LM-19 128 + 1.024 + -
LM-133 128 + 1.024 + -
LM-77 128 + 1.024 + -
LM-701 128 + 1.024 + -
LM-18 128 + 1.024 + -
ATCC® 60193™ 64 + 1.024 + -
C. parapsilosis
LM-87 64 + 1.024 + -
LM-20 64 1.024 1.024 + -
LM-107 64 1.024 1.024 + -
ATCC® 22019™ 64 1.024 1.024 + -
C. tropicalis
LM-177 + + + + B
LM-808 1.024 + + + -
LM-217 + + + + -
ATCC® 13803™ 64 + 1.024 + -

Legenda: (+): Crescimento do micro-organismo; (-): Auséncia de crescimento do micro-organismo; CIM:
Concentracao Inibitéria Minima.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados obtidos no presente estudo condizem com os recentemente encontrados
por Rivera-Yafiez e colaboradores (2017), que constataram que 0 a-pineno apresentou atividade
contra C. albicans com CIM de 500 pg/mL contra 50% das estirpes estudadas. Valor idéntico
foi determinado em estudo prévio realizado por Jiang e colaboradores (2011) na avaliagdo da

atividade antifungica dos componentes quimicos majoritarios do éleo essencial de Rosmarinus
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officinalis L., entre eles o a-pineno, contra C. albicans. No entanto, Silva e colaboradores
(2012P) avaliaram a atividade dos enantiémeros (+)-a-pineno e (-)-a-pineno contra C. albicans.
Como resultado, puderam observar que o (+)-a-pineno apresentou CIM menor que a encontrada
nesse trabalho, com valor de 3,125 pg/mL. Enquanto, o enantibmeros (-)-o-pineno nao

apresentou atividade contra a estirpe ensaiada.

Na avaliacdo do possivel mecanismo de acdo do fitoconstituinte sobre espécies
fangicas, estudos demonstram que sua atividade é, possivelmente, por perturbar diretamente a
integridade metabdlica e constitucional da célula fungica, inibindo a respiracao celular e os
processos de transporte idnico, além de modificar a composicdo da membrana plasmatica,
causando aumento da permeabilidade em C. albicans (LIMA et al., 2005; TANGARIFE-
CASTANO et al., 2011).

Diversos estudos na literatura mostram a atividade bioldgica do a-pineno, incluindo
antimicrobiana, no entanto até o presente momento nao foi investigada a acdo do monoterpeno
sobre espécies de C. parapsilosis e C. tropicalis isoladas a partir do sistema auditivo.
Entretanto, estudos com 6leos esséncias que apresentam o0 a-pineno como fitoconstituinte
majoritario, mostram resultados significativos contra as espécies descritas anteriormente
(NAEINI; NADERI; SHOKRI, 2014; COSTA et al., 2017).

O clotrimazol ndo apresentou atividade significativa frente as cepas ensaiadas, como
pode ser observado na Tabela 1, p. 39. Na concentracdo de 1.024 pg/mL, o antifangico inibiu
o0 crescimento de apenas 28% delas. A melhor atividade demonstrada foi contra a espécie C.
parapsilosis. Anteriormente, estudo avaliando a susceptibilidade de espécies de Candida ao
clotrimazol evidenciou que ja existe um grande nimero de micro-organismos pertencentes a
este género que apresentam mecanismos de resisténcia ao farmaco. O levantamento mostrou
que entre as cepas utilizadas no estudo, C. albicans, C. glabrata e outras espécies de Candida
apresentaram, respectivamente, 38,3%, 30,4% e 29,5% dos isolados resistentes ao clotrimazol
(KATIRAEE; TEIFOORI; SOLTANI, 2015).

O clotrimazol parece ser um dos agentes mais eficazes para manejo em otomicose com
taxa efetiva de 95-100%, sua escolha € justificada pelo fato de apresentar uma fraca atividade
bacteriana, sendo vantajosa sua utilizagdo quando se trata de infec¢Bes topicas de origem mista,

bacterianas-fungicas. Além disso, o clotrimazol nao possui efeitos ototdxicos relatados e esta
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disponivel em po, log¢do e solugdo (EDWARD; IRFANDY, 2012). No entanto, resultados
apresentados recentemente por Mofatteh e colaboradores (2018) mostraram que,
aproximadamente, 30% dos pacientes com otomicose tratados com clotrimazol por vinte dias

ndo obtiveram resolucdo dos sintomas apresentados.

O crescente numero de linhagens de organismos flungicos resistentes aos azdis esta
relacionado ao uso indiscriminado dessa classe de farmacos, principalmente, as espécies
pertencentes ao género Candida. Os principais mecanismos envolvidos na resisténcia frente aos
azdis esta a inducdo de bombas de efluxo pelos genes CDR e MDR, causando a diminuicdo
intracelular da concentracdo desses farmacos, necessaria para produzir o efeito desejado.
MutacBes no gene ERG11, promovendo alteracdo na enzima alvo desses farmacos, por
alteracdo do sitio de ligacdo da molécula. Alteracdes no gene ERG11p provocando um aumento
da sintese da enzima 14-a-esterol desmetilase, enzima esta que € inibida pela acdo desses
antifangicos. E por fim, substituicdo do ergosterol pelo fecosterol, resultado de mutacdes no
gene ERG3, ocasionando uma anulagéo dos efeitos perturbadores dos azois sobre a membrana
fangica (KANAFANI; PERFECT, 2008; POSTERARO et al., 2017).

Em oposicgdo ao perfil antifingico demonstrados pelo clotrimazol, o &cido borico teve
a CIM determinada para 11 cepas entre a totalidade. A concentracdo de 1.024 pg/mL inibiu o
crescimento de 79% das amostras utilizadas. Os isolados de C. tropicalis foram os que
apresentaram menor sensibilidade ao antisséptico. De forma geral, o acido inorganico utilizado
teve melhor atividade contra os micro-organismos quando comparado ao antifingico utilizado
no estudo (Tabela 1, p. 39).

O numero de estudos publicados com avaliacdo da atividade in vitro do &cido borico
contra espécies Candida é limitada, além disso torna-se dificil uma avaliacdo comparativa entre
os resultados devido a falta de padronizacdo para os ensaios de avaliagdo da atividade
antifangica, visto que fatores como meio de solubilizacdo, tempo de leitura, meio nutriente
utilizado e técnica utilizada influenciam nos resultados obtidos (BALOUIRI; SADIKI;
IBNSOUDA, 2016; BONA et al., 2014). Entretanto, a determinacao da atividade antiflngica
do &cido borico por De Seta e colaboradores (2009) contra 71 isolados de C. albicans, sensiveis
(46 isolados) e resistentes (25 isolados) ao fluconazol, mostrou que a concentragdo de 1.563

pug/mL do acido inibiu o crescimento, respectivamente, de 27 isolados e de 2 isolados.
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A literatura cientifica relata que o &cido bdrico é uma opcéo alternativa de tratamento
seguro e eficaz para infec¢des bacterianas, fungicas e protozoarias superficiais do olho, ouvido
e vagina (IAVAZZO et al., 2011; ROMSAITHONG, et al., 2016). Logo, o tratamento de tais
infeccOes fungicas com preparacdes de acido borico, geralmente, pode ser falho em individuos
com comprometimento do sistema imunolégico e com capacidade regenerativa de tecidos
limitada, sendo necesséaria uma farmacoterapia de antifngicos convencionais (FRAGA-SILVA
etal., 2015; OZ; OZ, 2017).

Os valores da CFM apresentados pelo a-pineno frente as espécies C. albicans e C.
parapsilosis podem ser vistos na Tabela 2. A CFM variou entre 64 ou 128 pug/mL. Desta forma,
0 monoterpeno apresentou atividade fungicida, logo a razdo CFM/CIM néo foi superior a 2:1
em nenhuma das cepas testadas.

Tabela 2 — Concentragdo Fungicida Minima (ug/mL) do a-pineno contra C. albicans e C.
parapsilosis.

Cepas a-pineno

CFM CFM/CIM
C. albicans
LM-19 128 1
LM-133 128 1
LM-77 128 1
LM-701 128 1
LM-18 128 1
ATCC® 60193™ 128 2
C. parapsilosis
LM-87 128 2
LM-20 64 1
LM-107 64 1
ATCC® 22019™ 64 1

Fonte: Elaborada pelo autor.
De acordo com os achados de Silva e colaboradores (2012°) acredita-se que 0 a-pineno
possua atividade fungicida, uma vez que a CIM do fitoconstituinte foi capaz de eliminar

totalmente a cepa C. albicans ATCC 10231 ap6s 60 minutos de interacao.
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Néo foi realizada a determinacdo da CFM para o clotrimazol e &cido bérico devido a
CIM ter ocorrido na concentragdo de 1.024 pg/mL ou pela inatividade dos produtos. Uma vez
que, para determinacdo da CFM s&o necessarias concentragfes superiores e inferiores a CIM,

0 que inviabilizou a realizacdo do ensaio.
5.2 EFEITO DO a-PINENO SOBRE A MICROMORFOLOGIA

As avaliagdes micromorfoldgicas de C. albicans ATCC® 60193™ e LM-19; e C.
parapsilosis ATCC® 22019™ e LM-87 por microscopia optica podem ser observadas na Figura
10. Na auséncia do a-pineno os resultados revelaram crescimento caracteristico de leveduras
pertencente ao género Candida, apresentando estruturas fungicas como blastoconidios e
pseudo-hifas. Logo, na presenca do fitoconstituinte na CIM, CIMx2 e CIMx4 correspondente
a cada cepa foi observado diminuicao expressiva de caracteristicas microscopicas desses micro-
organismos. Além disso, os achados desse trabalho indicam que a auséncia de estruturas ndo
depende do aumento da concentracdo do monoterpeno, uma vez que os efeitos provocados pela
CIM, CIMx2 e CIMx4 ndo apresentaram diferenca significativa. Portanto, esses resultados
corroboram com a capacidade de o fitoconstituinte ter consideravel atividade fungicida.
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Figura 10 - Efeito do a-pineno na micromorfologia de espécies de Candida. (A) C. albicans
ATCC® 60193™. (B) C. albicans LM-19. (C) C. parapsilosis ATCC® 22019™. (D) C.
parapsilosis LM-87. ** Comparacdo com o controle (P < 0,05). Teste Mann-Whitney.
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A literatura sugere que a prevencao da transi¢cdo morfologica entre leveduras a pseudo-

hifas facilitaria o papel do sistema imunoldgico, sendo uma estratégia vantajosa para o controle

de infecgdes causadas por C. albicans. Tal estratégia preservaria a integridade do microbioma

fangico, em vez de eliminar totalmente sua colonizacdo. Dessa forma, a espécie se manteria no
seu estado comensal (JACOBSEN et al., 2012; POINTER; BOYER; SCHMIDT, 2015).

E possivel observar qualitativamente na Figura 11, que estruturas microscopicas

fangicas foram observadas em ambas espécies (C. albicans e C. parapsilosis) quando ensaiadas

na auséncia do a-pineno. Contudo, apés cultivadas na exposicdo da CIM do fitoconstituinte, as
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cepas alteraram o perfil de estruturas fangicas desenvolvidas, observando auséncia de pseudo-
hifas e nmero consideravelmente reduzido de blastoconideos.
Figura 11 - Micromorfologia. (A) C. albicans ATCC® 60193 na auséncia do o-pineno. (B)

C. albicans ATCC® 60193™ na CIM do fitoconstituinte. (C) C. parapsilosis ATCC® 22019
na auséncia do monoterpeno. (D) C. parapsilosis ATCC® 22019 na CIM do a-pineno.
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© (D)

Legenda: — : estruturas celulares fingicas — blastoconideos e pseudo-hifas.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Esses achados sdo considerados significativos por demonstrarem a capacidade de
inibicdo do processo de transicdo morfoldgica de levedura para pseudo-hifas, por se tratar de
um dos principais fatores de viruléncia apresentado por este género, responsavel pela
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penetracdo e invasao de tecidos, dificultando o processo de defesa dos macréfagos, o que torna
o tratamento antifangico ineficiente, levando a infec¢Bes fungicas persistentes (BRITO et al.,
2015; SANTOS et al., 2018). Por essa razdo, pesquisas futuras sdo necessarias para entender 0s
processos bioguimicos e genéticos envolvidos na inibicdo da formacéao de pseudo-hifas causada

pelo a-pineno em espécies de Candida.
5.3 ENSAIO CHECKERBOARD

Os resultados obtidos na combinagio entre o a-pineno e o acido borico contra cepas
de C. albicans e C. parapsilosis estdo mostrados na Tabela 3. O a-pineno foi capaz de reduzir
todas as CIMs do acido borico quando associados, em comparacgdo aos valores correspondentes
da CIM individual. No entanto, o efeito sinérgico ndo foi produzido em nenhuma combinacéo.
A interacdo entre o fitoconstituinte e o &cido borico produziu apenas um tipo de efeito em todas
as associacoes, a aditividade. Os melhores resultados da combinacdo foram vistos frente a

espécie C. parapsilosis.

Tabela 3 — Estudo da combinacdo entre a-pineno e acido bérico contra espécies de Candida.

CIM na combinacao CIF
Cepas _ acido ) acido ICIF Resultado
a-pineno . a-pineno .
borico borico
C. albicans o
16 512 0,125 0,5 0,625 Aditividade
LM-19
C. albicans e
" 8 512 0,125 0,5 0,625  Aditividade
ATCC® 60193
C. parapsilosis o
16 512 0,25 0,5 0,75 Aditividade
LM-87
C. parapsilosis o
» 32 256 0,5 0,25 0,75 Aditividade
ATCC® 22019

Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma estratégia promissora para combater micro-organismos resistentes e aumentar a
eficacia dos medicamentos atualmente utilizados é a terapia combinada. Além disso, a
combinacéo de farmacos ou substancias pode retardar a evolugédo do surgimento de mecanismos

de resisténcia. Por essas razdes, 0s estudos de combinac¢des de compostos para tratar patdgenos
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fungicos acumulou, consideravelmente, interesse nos ultimos anos (HILL; COWEN, 2015;
BAYM; STONE; KISHONY, 2016).

Combinagdes de agentes ativos contra espécies de Candida podem revelar-se mais
Gteis como agentes antifingicos do que farmacos utilizados isoladamente. Portanto, algumas
substancias naturais sdo investigadas quanto ao sinergismo com azdéis, polienos ou
equinocandinas hoje usados no manejo da infec¢do por Candida (ZIDA et al., 2017). Apesar
de ainda ndo haver estudos da atividade antifingica do a-pineno contra espécies de Candida
isoladas de otomicose, principalmente a respeito da terapia combinada com outras substancias
ou antifangicos, os resultados descobertos nesse estudo mostram-se promissores, uma vez que

a associacdo do monoterpeno ao antisséptico ndo apresentou efeitos antagonicos.

Os resultados interpretados nesse estudo somam-se aos apresentados por Silva e
colaboradores (2012°), que avaliaram a atividade do enantiémero (+)-a-pineno associado a
anfotericina B contra C. albicans, obtiveram ICIF igual a 0,62, com efeito indiferente ou aditivo

da associacao.

O efeito aditivo, apresentado em estudos de associagdo, é caracterizado pela
capacidade de duas ou mais substancias combinadas atuarem em estagios diferentes pela via
bioldgica ou até mesmo sobre a mesma proteina, aumentando a eficacia farmacéutica.
Geralmente, essas combinagdes permitem maiores efeitos ou menor toxicidade devido a
administracdo de doses Unicas mais baixas (PEREA et al., 2002; SPITZER; ROBBINS;
WRIGHT, 2017).
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6 CONCLUSOES

Os resultados demostraram significativa atividade antifingica do a-pineno frente as
leveduras de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis isoladas de pacientes com otomicose.
Além disso, o fitoconstituinte apresentou valores notaveis da relacdo entre sua CIM e CFM,
caracterizando o composto com atividade fungicida contra as espécies testadas. Ao mesmo
tempo em que promoveu alteracdes significativas, quantitativas e qualitativas, na morfologia
das espécies de C. albicans e C. parapsilosis, comprovando seu potencial efeito antifingico.
Esses achados s@o importantes, pois fornecem expectativas mais claras para estudos
farmacologicos futuros, para avaliacdo toxicoldgica, possiveis aplicacBes terapéuticas,
mecanismos de acdo envolvidos, capacidade de reversdo de mecanismos de resisténcia, e

estudos de eficacia para assegurar, assim, seu uso in vivo.

Outro aspecto importante determinado nesse trabalho, foi o perfil de atividade do
clotrimazol contra as cepas utilizadas. Essa ¢ uma informacgdo importante, pois determina o
perfil de sensibilidade destes isolados clinicos frente aos antifingicos utilizados no tratamento
de otomicose. Uma vez que, o farmaco padrdo escolhido ndo apresentou atividade contra as
cepas ensaiadas. Comportamento oposto foi observado para o composto antisséptico, acido
borico, que apresentou atividade antifungica consideravel, justificando, assim, seu uso clinico.
Entretanto, pesquisas devem ser realizadas para avaliar o seu perfil toxicologico, como também

0s possiveis mecanismos de acéo envolvidos.

O ensaio de associagdo entre 0 monoterpeno e o acido bérico mostrou que atividade
sinérgica ndo foi produzida na combinacdo, no entanto a atividade aditiva produzida nos ensaios
surge como uma possivel opcéo terapéutica a ndo ser descartada, com o objetivo de diminuir a
exposicdo do individuo a farmacos antifungicos. Além disso, esse manejo podera reduzir o
surgimento de cepas resistentes aos antifingicos azéis. Vale destacar ainda que ndo foi
observado efeito antagbnico na associa¢do do fitoconstituinte com o antisséptico.



49

Os dados obtidos no presente trabalho reforcam a importancia do monoterpeno o-
pineno como notavel composto antifungico e estimulam sucessivas pesquisas no intuito de
viabilizar sua insercdo na terapéutica tradicional, otimizando as estratégias farmacoldgicas

contra otomicose.
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-Avaliar a interferéncia do monoterpeno sobre a micromorfologia das leveduras; -Investigar
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