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ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE DI-HIDROJASMONA FRENTE CEPAS DE
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(2021).

RESUMO

As candidiases sé&o infec¢Bes fangicas que tém como agente etioldgico
leveduras pertencentes ao género Candida e correspondem a aproximadamente 80%
dos casos de infec¢des fangicas sistémicas. Suas manifestacdes clinicas podem
variar desde infec¢Bes cutaneo-mucosas até a forma sistémica. O tratamento para as
diferentes manifestacfes € cercado de dificuldades, devido os efeitos adversos, custo
elevado dos antifiingicos e, ainda, o surgimento de espécies resistentes aos mesmos.
Logo, a busca por novas alternativas de maior eficacia e seguranca tém crescido, com
destaque para o uso de produtos naturais e seus derivados, tais como 0s terpenos.
Diante disso, o estudo avaliou a atividade antifingica de di-hidrojasmona frente cepas
de Candida spp. Foi determinada a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Fungicida minima (CFM) pelo método de microdiluicdo em caldo e
posteriormente foi analisado o mecanismo de acédo da substancia através do ensaio
com o sorbitol e com o ergosterol exégeno. A CIM de di-hidrojasmona foi de 128 - 256
pMg/mL, dependendo da cepa ensaiada, e os valores da CFM resultaram na razao
CFM/CIM menor que 4 para todas as cepas testadas. Foi observado que o mecanismo
de acao ndo ocorre por danos na parece celular, que este €, possivelmente, via ligacao
ao ergosterol presente na membrana. Dessa forma, observa-se que o terpeno
apresenta atividade potencial frente cepas de Candida resistentes ao fluconazol,
sugere-se que este possa representar uma nova opg¢ao terapéutica no controle de C.
albicans sendo necessario mais estudos a serem realizados, tais como de toxicidade.

Palavras-chave: Candida; produtos naturais; terpeno, antifangico.
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ABSTRACT

Candidiasis are fungal infections whose etiological agent is yeast belonging to
the Candida genus and account for approximately 80% of cases of systemic fungal
infections. Its clinical manifestations can range from cutaneous-mucosal infections to
the systemic form. The treatment for the different manifestations is fraught with
difficulties, due to the adverse effects, high cost of antifungal agents and, also, the
emergence of resistant species. Therefore, the search for new alternatives with greater
efficacy and safety has grown, with emphasis on the use of natural products and their
derivatives, such as terpenes. Therefore, the study evaluated the antifungal activity of
dihydrojasmone against Candida spp. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and Minimum Fungicidal Concentration (MFC) were determined by the broth
microdilution method and later the mechanism of action of the substance was analyzed
through the assay with sorbitol and with exogenous ergosterol. The MIC of
dihydrojasmone was 128 - 256 ug/mL, depending on the strain tested, and the MFC
values resulted in a MFC/MIC ratio less than 4 for all strains tested. It was observed
that the mechanism of action does not occur due to damage to the cell wall, which is
possibly via binding to the ergosterol present in the membrane. Thus, it is observed
that terpene has potential activity against Candida strains resistant to fluconazole, it is
suggested that this may represent a new therapeutic option in the control of C.

albicans, requiring further studies to be carried out, such as on toxicity.
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ASD: Agar Sabouraud dextrose
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CIM: Concentracao Inibitéria Minima
COVID: Corona Virus Disease

DHJ: Di-hidrojasmona

DMSO: Dimetilsulfoxido
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1. INTRODUCAO

A candidiase esta relacionada a uma grande variedade de manifestacdes
clinicas que se expressam desde infec¢des na pele e mucosas, a infecgéo sistémica,
nomeada candidemia. Sendo esta Ultima associada a uma alta taxa de mortalidade
global, variando de 36% a 63% em diferentes grupos de pacientes. As espécies do
género Candida mais isoladas sdo Candida albicans, C. glabrata, complexo C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (VIEIRA; SANTOS, 2017).

Estas enfermidades s&o oportunistas, de consequéncias graves, principalmente
em pacientes imunossuprimidos, tais como aqueles com neoplasias, transplantados
OU mesmo 0s que se encontram em unidades de terapia intensiva (UTI) (LASS-
FLORL; SAMARDZIC; KNOLL, 2021). Este cenario foi agravado no Gltimo ano pela
pandemia COVID-19, sendo relatados casos da doenca associada a candidemia, uma
vez que o paciente apresenta as condi¢cdes favoraveis para o desenvolvimento da
infeccéo invasiva (FARIAS; SANTOS; DAMASCENO, 2021).

A terapéutica da candidiase é limitada pois ha apenas trés classes de farmacos
convencionais utilizados. Dentre os antifangicos utilizados no tratamento de
candidiases invasivas destacam-se o0s azolicos, como fluconazol, derivados
poliénicos, como anfotericina B, e, do grupo das equinocandinas, a caspofungina
(MUSIOL; KOWALCZYK, 2012). Entretanto, todos apresentam adversidades
relacionadas, com duracdo do tratamento extensa, toxicidade, além do custo,
formando obstaculos na adesdo do paciente e consequente controle da infeccéo
(ANTINORI et al., 2016).

Outra problematica relacionada ao controle das candidiases € o aumento na
incidéncia de cepas multirresistentes, tais como C. albicans e C. parapsilosis
(MAGALHAES; QUEIROZ-FERNANDES, 2020) S&o diversas as causas dessa
resisténcia, por exemplo mudangas nas enzimas envolvidas no mecanismo de acao
do antifingico, capacidade de formar biofilme, dentre outras (ROCHA et al., 2021), e
as espécies de Candida nao albicans tem ganhado notoriedade nesse cenario
(CHANG et al., 2017). Diante dessas adversidades, torna-se necessario o
desenvolvimento de estratégias no uso racional dos antifiingicos e a busca de novas
alternativas terapéuticas.

Os produtos naturais e seus derivados sao reconhecidamente importantes na

pesquisa farmacolégica. Devido sua abundancia, facil manuseio, e boa capacidade
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biossintética, sdo muito utilizados em diversas areas da industria, e uma importante
fonte para o desenvolvimento de novas moléculas, de maior eficacia e seguranca. Nos
altimos anos tém sido berco para esses estudos, resultando em novas opcoes
promissoras de tratamentos, incluindo antifingicos (SILVA et al., 2017; SIMOES et al.,
2007).

Dentre eles, os Oleos essenciais sao alvo dessa busca, e hoje ha uma gama de
atividades farmacoldgicas atribuidas a muitos de seus constituintes. Sao isolados das
diversas partes das plantas, como folhas, flores, casca, caracterizados por serem
Oleos volateis geralmente com odor agradavel. Dentre seus derivados mais
abundantes destacam-se o0s terpenos, que sdo metabolitos secundarios que
compreendem substéncias ricas em atividade nos processos patolégicos devido sua
diversidade bioldgica e quimica (SILVA FILHO et al., 2017; ZIELINSKA-BLAJET;
FEDER-KUBIS, 2020)

Di-hidrojasmona é um monoterpeno extraido da casca de Koelreuteria
paniculata, uma arvore da familia Sapindaceae, e também das flores de Carissa
spinarum L., pertencente a familia Apocynaceae, muito utilizado na indastria de
cosmeéticos como flavorizante, devido seu odor agradavel. Existe relato na literatura
da sua atividade antifingica frente espécies de dermatofitos (PINTO, 2019) no entanto
nao ha estudos de sua acao frente leveduras (FATIMA et al., 2013)

Dessa forma, com a perspectiva de encontrar um protétipo que faca parte de um
tratamento mais eficaz e seguro para as diferentes manifestacdes da candidiase foi

avaliado a atividade antifingica in vitro da di-hidrojasmona frente cepas de Candida

spp.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 INFECCOES FUNGICAS

Embora as infec¢Bes bacterianas sejam estatisticamente mais predominantes
gue as infecgcbes fungicas, as manifestacdes clinicas de alguns géneros revelam a
necessidade de atencédo para com esses fungos, principalmente os que possuem
caracteristicas oportunistas (SOUZA et al., 2020; WISE; SHTEYNSHLYUGER, 2007).

Micoses oportunistas séao infeccfes fungicas que acometem principalmente
individuos imunocomprometidos, e sua frequéncia vém crescendo nos ultimos anos.
Muitos sdo os agentes que apresentam essa caracteristica, como pertencentes ao
género Candida spp., Aspergillus spp., @ ordem Mucorales, dentre outros. O
desenvolvimento de perfil de resisténcia aos antifiUngicos de determinadas espécies,
colabora para essa problematica. Como consequéncia, a gravidade das
manifestacbes e desfecho do quadro clinico preocupa a comunidade cientifica
(MAGALHAES; QUEIROZ-FERNANDES, 2020).

A aspergilose é uma doenca causada por fungos pertencentes ao género
Aspergillus spp, que apresenta diversas manifestacdes clinicas, dentre elas a
aspergilose broncopulmonar alérgica, a bola fangica (quando o fungo se aloja em
cavidades no pulméo) e a aspergilose pulmonar invasiva (que possui maior taxa de
agravamento) (DE MORAES-PINTO; FERRARINI, 2020). A fusariose causada pelo
género Fusarium sp, € a segunda razdo de micoses causadas por fungos filamentosos
ficando atras apenas da aspergilose, podendo apresentar variadas manifestacdes
(NUCCI; ANAISSIE, 2007). Em muitos casos pode ocorrer inflamacdo ocular
acarretando em perda da visdo ou extracdo do 6rgao (PERINI et al., 2013).

Os pacientes que se encontram sendo assistidos em ambiente hospitalar sdo em
grande parte acometidos por essas e outras micoses oportunistas, uma vez que tém
predilecdo por organismos imunocomprometidos. S&o aquelas causadas por fungos
gue habitam livremente o ambiente, ou até mesmo que vivem em nossa microbiota da
pele, cavidade oral ou trato gastrointestinal. Normalmente, estes microrganismos nao
causam danos a um hospedeiro imunocompetente, mesmo que o contato seja diario,

mas a partir do momento que o individuo sofre uma imunossupressao essa relacao
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pode mudar, gerando dessa forma maleficio ao individuo (RIVERO-LEZCANO;
GONZALEZ-CORTES; MIRSAEIDI, 2019).

Adicionalmente, muitas infec¢Bes fungicas tém sido observadas em associacao
a COVID-19, principalmente as oportunistas, como a mucormicose e candidiase. A
coinfeccdo se explica principalmente pelo estado imunolégico do paciente. O
diagnoéstico se torna bastante dificil, uma vez que o quadro geral do paciente ja é
critico, e os sintomas se sobrepdem (FEITOZA et al., 2021; MAGALHAES; QUEIROZ-
FERNANDES, 2020; NEUFELD, 2020).

A mucormicose ou zigomicose € uma micose oportunista rara causada por
fungos pertencentes a ordem Mucorales, incluindo os géneros Rhizopus spp, Mucor
spp, Lichtheimia. A manifestagdo da doenca pode variar dentre pulmonar,
gastrointestinal, disseminada, cutanea (mais comum) e cerebral. Durante a pandemia,
surgiram relatos de associacdo entre as duas doencas em varias partes do mundo,
incluindo o Brasil (FEITOZA et al., 2021; TAVARES et al., 2021). (MEKONNEN et al.,
2021) relata que a hiperglicemia e a imunossupresséo tém papel determinante na
ocorréncia da infecgéo por este fungo.

Com o avanco da pandemia do COVID-19 foram documentados casos desta
doenca associada ao desenvolvimento da candidemia, principalmente em pacientes
hospitalizados (FARIAS; SANTOS; DAMASCENO, 2021) E possivel fundamentar
essa relacao ao estado imune do individuo, uma vez que hospitalizado esta sujeito a
procedimentos invasivos, antibioticoterapia, dentre outros cenarios. A COVID costuma
desenvolver quadro mais grave em pacientes com comorbidades anteriores, como
diabetes e obesidade, fatores de risco também relacionados ao desenvolvimento da
candidemia (MILLER; ENGLUND, 2020; SILVA et al., 2012).

2.2 CANDIDIASE e Candida spp.

Os fungos pertencentes ao género Candida estdo presentes na microbiota
humana de forma comensal podendo estar em contato com o0 ser humano
constantemente, entretanto € o maior causador de infec¢es fungicas no mundo. Sua
capacidade de gerar infeccéo esta diretamente relacionada com o estado imunolégico

do hospedeiro e por isso sdo patdogenos oportunistas. Além disso, os fatores de
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viruléncia e mecanismo de resisténcia expressos pelo fungo contribuem para essa
capacidade (PAPPAS et al., 2018).

O género Candida pertence a familia Cryptococcaceae, e por pertencer ao reino
fungi apresenta estrutura celular caracteristica, como presenca de quitina na parede
celular e membrana citoplasmatica fosfolipidica constituida de ergosterol, e em
condicOes ideais crescem em forma de blastoconidios. Cerca de 200 espécies sdo
documentadas pertencentes a este género, e dentre elas 20 sdo patogénicas, sendo
as de maior incidéncia a Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e
C. krusei. (PAPPAS et al., 2018; ROCHA et al., 2021).

Na figura 1 é possivel observar a micromorfologia caracteristica (A), com
desenvolvimento de extensas pseudo-hifas, média de 20 por campo visual, e também
podem ser observados clamidioconidios. J& na presenca da nistatina (B) € possivel
observar alteracfes na forma dos blastoconidios que se apresentaram piriformes,

ovoides e com perda de citoplasma, além de auséncia de clamidioconidio.

Figura 1: Micromorfologia de Candida albicans na auséncia e presenca de

antifungico

Fonte: Préprio autor
Legenda: (a) Pseudo-hifa; (b) Blastoconidio; (c) Clamidioconidio;

A espécie de maior ocorréncia é a Candida albicans, e h& tempos atras
acreditava-se que ela era a Unica espécie patogénica do género. Uma das principais
causas disto, € a sua capacidade de colonizar quase todos os tecidos humanos,
mesmo que de caracteristicas diferentes. Na maioria dos casos a espécie € isolada

de amostras da cavidade oral, seu sitio de acometimento mais comum. Embora a alta
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incidéncia e morbidade, C. albicans ndo apresenta alta mortalidade (PEIXOTO et al.,
2014).

Porém hoje as candidiases causadas por espécies ndo albicans tém alertado
especialistas, sendo C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis as de maior ocorréncia
(CASTANHEIRA et al., 2016). C. parapsilosis apresenta alta capacidade de formar
biofilme e de adesédo, que conferem a espécie potencial patogénico e um perfil de
resisténcia aos antifungicos. Esses fatores explicam seu alto isolamento em
dispositivos intravasculares, sendo muito comum em amostra clinica de neonatos
(BESSA et al., 2021; SOUSA et al., 2020).

O isolamento dessas espécies tem sido associado a um perfil de resisténcia aos
principais antifungicos utilizados, gerando maiores dificuldades na eficiéncia
terapéutica (OLIVEIRA et al., 2014). Esta esta entre as maiores adversidades que
cercam as diferentes manifestacdes do género Candida. (RODRIGUES et al., 2017),
vinculou a alta taxa de mortalidade de C. glabrata principalmente a sua alta resisténcia
aos antifangicos utilizados na terapéutica, além de seus fatores de viruléncia. A
espécie possui aptiddo em produzir fosfolipases e hemolisina, e principalmente uma
alta capacidade de formacéao de biofilme. Esses fatores somados ao estado imune do
paciente geram agravamento do quadro.

A discussédo da multirresisténcia de cepas de Candida spp. ganhou for¢ca com a
identificacdo de uma nova espécie patogénica, Candida auris, primeiramente no
Japao em 2009. Foi identificada pela primeira vez no Brasil apenas em 2020, de uma
cultura de ponta de cateter em paciente acometido por COVID-19 (ANVISA, 2020).

Apesar do isolamento recente, sabe-se que a espécie pode ser confundida com
outras leveduras, sendo necessério realizar seu sequenciamento genético para
correto diagndstico, o que leva a crer que ocorra subnotificacdo desses casos. Possui
fatores de viruléncia que conferem sua alta capacidade de gerar infeccdo, ganhando
a via sistémica, como adesao ao tecido do hospedeiro, capacidade de formar biofilme
e secretar enzimas extracelulares (MACHADO; DALMOLIN; BRANDAO, 2021;
PASQUALOTTO; SUKIENNIK; MEIS, 2019).

As manifestacdes clinicas provocadas por esses fungos sdo bem variadas. A
mais comum é a candidiase mucocutanea, manifestacdo superficial que afeta as
mucosas oral ou vaginal, aléem de outras regides umidas do corpo, como espagos

interdigitais, regido inframamaria. A candidiase vulvovaginal é o diagnostico mais
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comum na rotina da ginecologia, acometendo mais de 50% das mulheres pelo menos
uma vez na vida. Na candidiase oral as lesGes podem ser leves, agudas ou cronicas,
de aspecto varidvel, e o principal agente etiologico € a C. albicans (PEIXOTO et al.,
2014; VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013).

A candidemia é a infeccao fungica invasiva, quando se dissemina pela corrente
sanguinea, sendo a forma clinica mais alarmante. Pode acontecer via endogena,
causada pelas leveduras comensais da microbiota humana que se tornam
oportunistas de acordo com a condi¢do do sistema imune do paciente. Também por
via exogena, por contaminacdo do fungo presente no ambiente, principalmente
nosocomial. Torna-se muito mais incidente em pacientes hospitalizados, com
internacdo prolongada, submetidos a procedimentos invasivos e em uso de
antibiéticos de amplo espectro (PAPPAS et al., 2018; PEIXOTO et al., 2014).

2.3 TRATAMENTO

Para combater a alta mortalidade da infeccao sistémica, além de um diagndstico
prematuro e preciso € de suma importancia um tratamento antifingico adequado. E
para atingi-lo torna-se cada vez mais necessaria a identificacdo da espécie causadora,
e a realizacdo de testes de susceptibilidade, para selecdo da terapéutica efetiva
(CHANG et al., 2017; PEIXOTO et al., 2014). O tratamento apresenta atualmente trés
classes de antifungicos principais.

Os azdblicos atuam inibindo enzimas presentes na membrana flangica,
responsaveis pela biossintese do ergosterol, principal esterol pertencente a
membrana (Figura 2). Dessa forma, a estrutura e fluidez desta ficam comprometidas,
bem como o poder de crescimento do fungo. A classe dispfe de representantes como
fluconazol, itraconazol, voriconazol, além dos imidazolicos miconazol e cetoconazol,
dentre outros (SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL, 2015).

Na infeccdo invasiva, o azolico mais utilizado é o fluconazol, um antifungico
triazolico que apresenta boa penetracdo em tecidos, inclusive no cefalorraquidiano, e
por essa razdo € muito administrado nos casos de meningite fangica. Os azdlicos
formam um grupo de antifungicos fungistaticos, ou seja, inibem o crescimento fungico
sem causar morte, e isso colabora com o desenvolvimento de resisténcia a longo
prazo (VIEIRA; SANTOS, 2017).
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Os mecanismos relacionados a essa resisténcia se dado pela expressdo
aumentada da expressao de bombas de efluxo de drogas (diminuindo a concentracao
do antifingico no interior da célula), a maior expressao e modificacdo na estrutura de
sitios alvos (modificando a afinidade do antifingico com a enzima), além da formacao

de biofilme (criando uma barreira que impede o contato com o antifiungico) (ROCHA
et al., 2021).

Figura 2: Agentes antifingicos e seus locais de agéo

Estrutura Mecanismo de acdo

e : i () Azdlicos Esterol Téxico
luconazol 4 \-\_N . . .
t’ o ® m ....
N~
F—<_‘?’ S o6 .mm 508
3
Voriconazol N\
N en Ergosterol Azdlicos
. i N,
Y > QOLCOLCOOO Qoo ee
/o, e e T e e
N e e Erg11 Erga Ergtt Erg3d
¢ N Cyps1AB Esterol Téxico
o,
= {7 0 Erga
o S | —_— /=N OH g
F I\0—((_)—:4'_}4—4— Nk
Posaconazol - g_)_.O}/N\( :
CH,
Anfotericina B {8} Polienos Compl Polienoc -
/ Ergosterol!
ci, o CH, < L
oH Ao S (T ! ‘g
o |
'jx'c" OF N { ]
el
T Y
O OH OH 04 OH O OH
Caspofungina (C) Equinocandinas
Ne— H
OHg, ,_24‘ ‘
N
m& T 4
_OH
Nt ()z._( ~ I, < 7 <
w
-&\(ﬁ;\ OH
o
ae
Micafungina o HD oH
\>_ N o~
':;:« (l_a \4, S~y r—Cp—o (1.3)-B- D-glucana sintase FOE e e
3l
>—\__.:° Bnu;dhAMUIN
HO  NH
YR u\. N

o P~"{ on ©

Na— oS
O

Fonte: Reproduzido de Xie, Polvi, Shekhar-Guturja e Cowen (2014).

Ja os derivados poliénicos possuem atividade fungicida, embora seu alvo de
acdo também seja o ergosterol da membrana plasmatica (Figura 2). Isso porque ao
se ligarem ao esterol formam poros na membrana, o que acarreta na perda da
integridade da mesma, e consequente extravasamento do conteudo intracelular,
causando assim a morte celular (CHUDZIK et al., 2015).

Os principais representantes da classe sdo a nistatina (tratamento tépico) e a

anfotericina B, muito utilizada nos casos de infecgfes sistémicas graves e apenas em
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ambiente hospitalar, uma vez que sua administracdo é via endovenosa. Seu uso
causa efeitos adversos debilitantes para o paciente, como nauseas, febre, além de
ser nefrotoxico, gerando mais uma problematica na busca de um tratamento efetivo
(PEIXOTO et al., 2014).

A resisténcia a essa classe &€ bem menos relatada, mas esta relacionada com a
diminuicao da expressédo das enzimas alvo. Sendo assim, cepas que apresentem uma
baixa quantidade de ergosterol em sua estrutura, tem maior propensao a desenvolver
resisténcia ao derivado poliénico. Isto pode acontecer também devido ao uso prévio
de agentes inibidores da biossintese do ergosterol, como os azois (CHANG et al.,
2017; XIE et al., 2014).

Outra classe usada na terapéutica sao as equinocandinas, farmacos de primeira
escolha no tratamento das candidemia, que possui a caspofungina como principal
representante. Ao inibir a enzima (1,3)-B-D-glucana sintase (Figura 2) impede a
sintese de componentes da parede celular fungica prejudicando sua integridade e
assim, resulta em lise celular. Trata-se da ultima classe de antifingicos lancadas com
uso na clinica (PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016).

O mecanismo de resisténcia relacionado a essa classe se da por mutacdo no
gene que forma a enzima alvo do antifingico. Sdo casos raros, porém tém aumentado
os relatos dessa resisténcia principalmente de cepas C. glabrata, espécie de
conhecida multirresisténcia (CHANG et al., 2017).

Diante disso, as pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos
principalmente a base de plantas medicinais vém ganhando forca, despertando
interesse ndo s6 de pesquisas farmacéuticas como também de quimica de produtos
naturais, que estdo sendo solicitados para avaliar diferentes produtos e seus
derivados, como metabdlitos secundarios. Dessa forma, é possivel avaliar atividade
desses contra agentes patologicos e consequentemente produzir novas fontes de

combate mais eficazes e seguras (JESUS et al., 2019).
2.4 PRODUTOS NATURAIS E SEUS DERIVADOS
O uso de plantas medicinais para a contencdo de enfermidades e alivio de

sintomas sempre esteve presente na rotina do ser humano, e se confunde com a

historia da propria farmacia. Sdo definidas como plantas que possuem principios
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ativos com capacidade de interferir no funcionamento do organismo (SILVA et al.,
2017). Seu uso popular tem aumentado devido a disseminacéo de informacdes pela
comunidade cientifica, papel importante também na conscientizacdo da possivel
toxidade desses produtos, bem como na comprovagéao técnica das propriedades, que
antes eram conhecidas apenas através da pratica popular (LACERDA et al., 2013).

A utilizacdo dos seus derivados no ambito da ciéncia, principalmente no
desenvolvimento de novos farmacos vem crescendo, devido sua gama de
propriedades relatadas na literatura (NUNES; BERNARDINO; MARTINS, 2015).
Dentre eles, destacam-se 0s 6leos essenciais que sao misturas de Oleos volateis,
lipofilicos, providos de odores e normalmente liquidos. Estes sdo encontrados nas
diversas partes das plantas como folhas, caule, flores, e sdo ricos em constituintes
que caracterizam suas propriedades terapéuticas (SIMOES et al., 2007).

O mecanismo de acao pelo qual um 6éleo essencial age frente fungos é dificil de
ser definido por possuirem uma mistura complexa de componentes que muitas vezes
podem atuar em sinergismo. Na literatura estdo descritos diferentes mecanismos,
sendo a interagdo com membrana interferindo na permeabilidade celular e
patogenicidade do fungo, a mais predominante (FLORES; BECK; DA SILVA, 2016).

Os fitoconstituintes dos 6leos essenciais apresentam uma grande variedade
guimica, tais como, ésteres, fenois, cumarinas, lactonas, todos muito utilizados na
industria farmacéutica. Porém, os terpendides sao os compostos mais abundantes,
além de serem a principal fonte de estudo na busca de novos antimicrobianos, bem
como na producédo agricola e alimenticia, saneantes e cosméticos, e muitas outras
finalidades, devido sua diversidade bioldgica e quimica (BAKKALI et al.,, 2008;
FLORES; BECK; DA SILVA, 2016).

2.4.1 Terpenos: di-hidrojasmona

Os terpenos séo classificados de acordo com as unidades isoprénicas (CsHs)
gue constituem sua estrutura. Isto €, hemiterpenos possuem 1 unidade, monoterpenos
possuem 2 unidades, sesquiterpenos 3 unidades, e assim sucessivamente para
diterpenos, triterpenos, tetraterpenos e politerpenos (quando possuirem mais que 8
unidades) (FELIPE; BICAS, 2017). Os monoterpenos sdo compostos que apresentam

10 carbonos em sua estrutura e baixo peso molecular, correspondendo a um grupo
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maior e mais diversificado. Por esse motivo a maioria destes compdem os 0leos
essenciais (ZIELINSKA-BLAJET; FEDER-KUBIS, 2020).

Sao relatadas diversas atividades atribuidas a monoterpenos conhecidos até o
presente momento. (FERNANDES et al., 2020), avaliou a atividade antiprotozodaria in
silico do monoterpeno ascaridiol, presente em diversas plantas como Chenopodium
ambrosioides L. de nome popular erva-de-santa-maria, atestando uma boa acéo
frente parasitas como Leishmania, corroborando com diversos outros estudos da
literatura. Assim como esta, sdo relatadas outras atividades atribuidas a
monoterpenos, como antinociceptiva (PROSPERO et al., 2019), anti-inflamatoria
(ROMERO; ROMERO, 2014), antiviral (KAZIYAMA; FERNANDES; SIMONI, 2012),
broncodilatadora (GALAN et al., 2020), antifangica (SOUSA et al., 2020), dentre
muitas outras.

Objeto de estudo deste trabalho, di-hidrojasmona (Figura 3) € um monoterpeno
que apresenta férmula molecular C11H1s0 e peso molecular 166,26 g/mL. E extraido
da casca de Koelreuteria paniculata, uma arvore da familia Sapindaceae, de origem
oriental. Também €& encontrada nas flores de Carissa spinarum L., pertencente a
familia Apocynaceae, muito encontrada na india. O terpeno é empregado na industria
de cosméticos e alimentos como flavorizante, devido suas caracteristicas
organolépticas (FATIMA et al., 2013; NCBI, 2021). (PINTO, 2019) relatou sua
atividade antifangica frente dermatofitos, porém nao ha descricdo na literatura de sua
atividade frente espécies de Candida.

Figura 3: Estrutura quimica do monoterpeno Di-hidrojasmona

O

Fonte: Reproduzido/Adaptado https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/62378>
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a atividade antifungica do monoterpeno di-hidrojasmona frente cepas
de Candida albicans e C. parapsilosis fluconazol resistentes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da di-hidrojasmona frente
cepas de Candida albicans e C. parapsilosis;

e Determinar a Concentracdo Fungicida Minima (CFM);

¢ Verificar seu mecanismo de acado sobre a parede celular fingica na presenca
de um protetor osmotico;

eAvaliar sua acdo sobre a membrana fangica na presenca do ergosterol

exdégeno.
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4.1 LOCAL DA PESQUISA
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Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micologia do Departamento

de Ciéncias Farmacéuticas/CCS/UFPB.

4.2 MICRORGANISMOS

Para os ensaios de atividade antifungica, foram utilizadas a C. albicans ATCC

76485 (American Type Culture Collection) e cepas clinicas de C. albicans LM-587, C.

albicans LM-616, bem como cepa padréo C. parapsilosis ATCC 22019, C. parapsilosis

LM-439, C. parapsilosis LM-5770, C. parapsilosis LM-55117. Estas possuem o

respectivo perfil de sensibilidade, exposto no Quadro 1 (CLSI, 2008). Assim, segundo

critério estabelecidos pelo documento M27A2 todas as cepas ensaiadas sao

resistentes ao fluconazol.

Quadro 1: Perfil de sensibilidade das cepas de C. albicans e C. parapsilosis

Anfotericina B

Cepas
ATCC 76485 0,25 (S)
o % LM-616 0,25 (S)
(&)
2
© LM-587 0,25 (S)
m ATCC 22019 0,25 (S)
G 3
% LM-439 0,50 (S)
o
g LM-5770 0,25 (S)
o
LM-55117 0,50 (S)

CIM (pg/mL)

Fluconazol

32 (R)
64 (R)

16 (R)

16 (R)
32 (R)
64 (R)
32 (R)

Legenda: (S): Sensivel; (I): Sensibilidade intermediaria; (R): Resistente; segundo documento

M27A2, CLSI (2008)

4.3 SUBSTANCIAS
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O Di-hidrojasmona, objeto de estudo, foi escolhido apés a realizacdo de uma
triagem de diversos terpenos, onde este apresentou resultados mais satisfatorios
frente cepas de Candida spp. Os meios de cultura utilizados sé&o: Agar Sabouraud
dextrose (ASD), Agar Arroz e RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 com L-
glutamina e sem bicarbonato de sédio, adquiridos via Sigma-aldrich®. Todos foram
preparados conforme orientacbes do fabricante. A Di-hidrojasmona, antifingico
anfotericina B, ergosterol, dimetilsulféxido (DMSO) e tween 80 também foram oriundos
da Sigma-Aldrich® Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Sorbitol foi adquirido da
VETEC Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ.

4.4 INOCULO

As suspensdes foram preparadas a partir de culturas recentes semeadas em
ASD e incubadas a 35°C durante 48 horas. Ap6s a incubacédo, foi transferido
aproximadamente 5 coldnias (com uma alca estéril) para tubos de ensaio contendo
10 mL de solucéo salina estéril (NaCl a 0.85 %). agitadas durante 15 segundos com
o auxilio de um aparelho vortex (Fanem Ltd., Guarulhos, SP, Brasil). A turbidez do
inoculo final foi padronizada com o tubo de 0.5 na escala de McFarland. A
concentracdo final obtida foi de 1-5 x 10° unidades formadoras de coldnias por
mililitros (UFC/mL) (CLSI, 2008; SVETAZ et al., 2010).

4.5 DETERMINACAO DA CIM E CFM FRENTE CEPAS DE CANDIDA

A CIM de di-hidrojasmona, bem como do antifungico anfotericina B foi
determinada por meio da técnica de microdiluicdo em microplaca contendo 96 pocos
com fundo em forma de “U” (ALAMAR®), descrita pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2008, com algumas modificagbes. A emulsdo da Di-hidrojasmona
foi preparada utilizando DMSO e Tween 80, sendo sua concentragdo de teste variando
entre 1024 pug/mL e 0,5 pg/mL. A anfotericina B (controle positivo) foi utilizada nos
ensaios em concentracdes que variam de 16 a 0,0156 pg/mL.

Controles de viabilidade microbiana, esterilidade do meio e dos solventes
utilizados para preparacdo do composto também foram realizados. Todos 0s ensaios

foram realizados em triplicata. As placas séo entdo incubadas a 35°C durante 24h.
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ApoOs esse tempo, a leitura foi realizada visualmente. A CIM foi definida como a menor
concentracdo do composto capaz de produzir inibicdo visivel sobre o crescimento
fungico de pelo menos 50% das cepas ensaiadas. O resultado foi expresso pela média
aritmética das CIM’s obtidas nos trés ensaios.

A atividade antifangica dos produtos naturais foi interpretada e considerada
como ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: < 500 ug/mL = atividade
forte/6tima; 600 - 1500 pg/mL = atividade moderada; acima de 1500 pg/mL = atividade
fraca ou produto inativo (SARTORATTO et al., 2004).

Apos leitura da CIM, aliquotas de 10 pL do sobrenadante das cavidades onde foi
observada completa inibicdo do crescimento fangico (CIM, CIM x2 e CIM x 4) nas
placas de microdiluicdo, foram adicionadas em meio agar Sabouraud dextrose e
incubadas a 35 + 2 °C durante 24 horas. A CFM foi considerada como a menor
concentracdo do composto em que ndo acontecera crescimento de UFCs no meio de
cultura. Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média
aritmética das CFM’s obtidas nos trés ensaios (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016;
NCUBE N. S.; AFOLAYAN A. J.; OKOH A. I., 2008).

4.6 AVALIACAO DO MECANISMO DE ACAO

4.6.1 Acdo sobre parede celular fungica (ensaio com sorbitol)

Este ensaio compara as CIM’s dos produtos antifungicos na auséncia e presenga
de sorbitol a 0,8 M, um protetor osmético usado para estabilizar os protoplastos de
fungos. Para a determinacéo da CIM dos produtos, na presenca do sorbitol, utilizou-
se do meio RPMI 1640 sem sorbitol ou previamente adicionado de sorbitol (PM =
182,17) (VETEC Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ), ambos duplamente
concentrados. Por ultimo, foi realizado o mesmo procedimento com o antifingico
convencional com conhecida agcéo sobre a parede celular, a caspofungina. As placas
foram seladas e incubadas em temperatura e tempo adequados a espécie para
posterior leitura (ESCALANTE et al., 2008; FROST et al., 1995).

4.6.2 Acédo sobre o ergosterol presente na membrana celular fungica
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Outro alvo de acdo do produto testado pode ser o ergosterol da membrana
celular. Utiliza a metodologia de microdiluicdo, descrita anteriormente, na presenca e
na auséncia do ergosterol exdégeno. Neste caso, o RPMI 1640 é acrescido do
ergosterol exdégeno numa concentracdo de 400 uyg/mL, e ao realizar a leitura, os
valores da CIM sdo comparados na sua presenca e na auséncia do mesmo. Assim, 0
ensaio revela propriedade que o produto tem afinidade pelo ergosterol que compde a
membrana celular fingica ou ndo. Para o controle positivo, foi realizado o mesmo
ensaio com a anfotericina B, uma vez que essa possui o ergosterol da membrana

celular como alvo farmacolégico (ESCALANTE et al., 2008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ARTIGO: Efeito inibitério de di-hidrojasmona frente cepas de Candida
spp. fluconazol resistentes

Inhibitory Effect of di-hydrojasmone against strains of Candida spp. fluconazole
— resistant

Efecto inhibidor de la dihidrojasmona contra Candida spp. resistente al fluconazol

Resumo

Introducdo: A candidiase esta relacionada a uma grande variedade de
manifestacdes clinicas que se expressam desde infeccbes na pele e mucosas a
infeccdo sistémica. Sendo esta Ultima associada a uma alta taxa de mortalidade
global, variando de 36% a 63% em diferentes grupos de pacientes. A terapéutica de
infeccbes fungicas invasivas € limitada pois ha apenas trés classes de farmacos
convencionais utilizados. Diante deste cenario, estratégias de uso racional dos
antifingicos e busca de novas alternativas terapéuticas se fazem necessarias.
Objetivo: Avaliar a atividade antifingica in vitro do monoterpeno di-hidrojasmona
frente cepas de Candida albicans e Candida parapsilosis fluconazol resistentes.
Metodologia: As concentragdes inibitérias minimas (CIM) e fungicida minima (CFM)
foram determinadas pelo método de microdiluicdo. Posteriormente foi observado se a
acdo antifungica de di-hidrojasmona ocorre via parede celular (ensaio com sorbitol)
ou via membrana (ensaio com ergosterol exdgeno). Resultados: A di-hidrojasmona
apresentou uma CIM entre 128 - 256 pg/mL e a CFM teve os mesmos valores de CIM,
respectivamente. No ensaio com ergosterol exdégeno, a CIM da di-hidrojasmona
aumentou na presenca do ergosterol exégeno sugerindo que o mecanismo de acao
do monoterpeno ocorre a partir de sua ligacdo ao ergosterol presente na membrana.
N&o houve alteracdo frente ao uso do sorbitol. Conclusdo: Baseado nestes
resultados, o presente estudo demonstra que di-hidrojasmona possui forte atividade
antifingica e sugere que esta atividade esteja relacionada a sua ligagao ao ergosterol
da membrana fangica. Logo, di-hidrojasmona demostra ser um promissor bioproduto
na busca de alternativas para o tratamento das candidiases.

Palavras-chave: Candidiase; Monoterpeno; Produtos naturais; Antifingico.



29

Abstract

Introduction: Candidiasis is related to a wide variety of clinical manifestations
that are expressed from skin and mucosal infections to systemic infection. The latter
being associated with a high global mortality rate, ranging from 36% to 63% in different
groups of patients. The therapy of invasive fungal infections is limited, as there are only
three classes of conventional drugs used. In this scenario, strategies for the rational
use of antifungal agents and the search for new therapeutic alternatives are necessatry.
Objective: To evaluate the in vitro antifungal activity of the monoterpene
dihydrojasmone against fluconazole resistant strains of Candida albicans and Candida
parapsilosis. Methodology: The minimal inhibitory (MIC) and minimal fungicidal (MFC)
concentrations were determined by the microdilution method. It was later observed
whether the antifungal action of dihydrojasmone occurs via the cell wall (sorbitol assay)
or via membrane (exogenous ergosterol assay). Results: Dihydrojasmone had a MIC
between 128 - 256 pg/mL and MFC had the same MIC values, respectively. In the
assay with exogenous ergosterol, the MIC of dihydrojasmone increased in the
presence of exogenous ergosterol, suggesting that the mechanism of action of
monoterpene occurs through its binding to ergosterol present in the membrane. There
was no change regarding the use of sorbitol. Conclusion: Based on these results, the
present study demonstrates that dihydrojasmone has strong antifungal activity, and
suggests that this activity is related to its binding to ergosterol in the fungal membrane.
Therefore, dihydrojasmone proves to be a promising bioproduct in the search for
alternatives for the treatment of candidiasis.

Keywords: Candidiasis; Monoterpene; Natural products; Antifungal.

Resumen

Introduccion: La candidiasis se relaciona con una amplia variedad de
manifestaciones clinicas que se expresan desde infecciones cutaneas y mucosas
hasta infecciones sistémicas. Esta ultima se asocia a una alta tasa de mortalidad
global, que oscila entre el 36% y el 63% en diferentes grupos de pacientes. La terapia
de las infecciones flungicas invasivas es limitada ya que solo se utilizan tres clases de
farmacos convencionales. En este escenario, son necesarias estrategias para el uso
racional de agentes antifingicos y la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas.

Objetivo: Evaluar la actividad antifungica in vitro de la monoterpeno dihidrojasmona



30

frente a cepas de Candida albicans y Candida parapsilosis resistentes al fluconazol.
Metodologia: Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y minimas fungicidas
(CMF) se determinaron mediante el método de microdilucion. Posteriormente se
observo si la accion antifingica de la dihidrojasmona se produce a través de la pared
celular (ensayo de sorbitol) o mediante la membrana (ensayo de ergosterol exdégeno).
Resultados: La dihidrojasmona tuvo una CMI entre 128 - 256 pug / mL y CMF tuvo los
mismos valores de CMI, respectivamente. En el ensayo con ergosterol exdgeno, la
CMI de dihidrojasmona aumentd en presencia de ergosterol exdgeno, lo que sugiere
gue el mecanismo de accién del monoterpeno se produce a través de su union al
ergosterol presente en la membrana. No hubo cambios con respecto al uso de sorbitol.
Conclusion: Con base en estos resultados, el presente estudio demuestra que la
dihidrojasmona tiene una fuerte actividad antifungica y sugiere que esta actividad esta
relacionada con su unién al ergosterol en la membrana fungica. Por tanto, la
dihidrojasmona resulta ser un bioproducto prometedor en la busqueda de alternativas
para el tratamiento de la candidiasis.
Palabras clave: Candidiasis; Monoterpeno; Productos naturales; Antifingico.

1. INTRODUCAO

A candidiase esta relacionada a uma grande variedade de manifestacdes
clinicas que se expressam desde infec¢Bes na pele e mucosas a infeccéo sistémica.
Sendo esta Ultima associada a uma alta taxa de mortalidade global, variando de 36%
a 63% em diferentes grupos de pacientes. As espécies do género Candida mais
isoladas sdo C. albicans, C. glabrata, complexo C. parapsilosis, C. tropicalis e C.
krusei (VIEIRA; SANTOS, 2017).

Estas enfermidades sdo oportunistas, causando doencas graves,
principalmente, em pacientes imunossuprimidos, tais como aqueles com neoplasias,
transplantados ou mesmo 0s que se encontram em unidades de terapia intensiva
(UTI), cenario agravado no ultimo ano pela pandemia COVID-19 (FARIAS; SANTOS;
DAMASCENO, 2021; LASS-FLORL; SAMARDZIC; KNOLL, 2021).

A terapéutica de infecgbes fungicas invasivas é limitada, pois ha apenas trés
classes de farmacos convencionais utilizados. Dentre os antifungicos utilizados na

terapéutica de candidiases invasivas destacam-se 0s azolicos, como fluconazol,
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derivados poliénicos, como anfotericina B, e do grupo das equinocandinas, a
caspofungina (MUSIOL; KOWALCZYK, 2012).

Entretanto, todas possuem inconvenientes, com duracéo extensa do tratamento,
toxicidade, além do custo, se tornam obstaculos na adesao do paciente (ANTINORI
et al., 2016). Adicionalmente, observa-se um aumento na incidéncia de cepas
multirresistentes, tais como C. albicans e C. parapsilosis (CHANG et al., 2017).

Diante deste cenario, estratégias de uso racional dos antifingicos e busca de
novas alternativas terapéuticas se fazem necessarias. Os produtos naturais e seus
derivados séo reconhecidamente importantes na pesquisa farmacolégica. Devido sua
abundancia, facil manuseio, e boa capacidade biossintética, estes sdo uma importante
fonte para o desenvolvimento de novas moléculas, de maior eficacia e seguranca. Nos
ultimos anos esses produtos e seus derivados tém sido berco para esses estudos,
resultando em novas opc¢des promissoras de tratamento, incluindo antifungicos
(SCORZONI et al., 2016).

Dentre os derivados destacam-se 0s terpenos, que sdo metabdlitos secundarios
presentes abundantemente na natureza, e que compreendem substancias de
importante funcao nos processos patologicos (SILVA FILHO et al., 2017).

Di-hidrojasmona € um monoterpeno de peso molecular (PM) de 166,26 g/mol,
extraido da casca de Koelreuteria paniculata, uma arvore da familia Sapindaceae, e
também das flores de Carissa spinarum L., pertencente a familia Apocynaceae,
(Figura 1) muito utilizado na indastria de cosméticos como flavorizante, devido seu
odor agradavel. Existe relato na literatura da sua atividade antifangica frente espécies
de dermatofitos (PINTO, 2019) no entanto ndo ha estudos de sua acao frente as

leveduras.

Figura 1: Estrutura quimica de di-hidrojasmona

O

Fonte: Reproduzido de NCBI, 2021.
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Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antifingica in vitro da di-
hidrojasmona frente cepas de Candida albicans e Candida parapsilosis fluconazol

resistentes.

2. METODOLOGIA

Microrganismos

Para os ensaios de atividade antifungica, foram utilizadas a C. albicans ATCC
76485 (American Type Culture Collection) e cepas clinicas de C. albicans LM-587, C.
albicans LM-616, bem como cepa padréo C. parapsilosis ATCC 22019, C. parapsilosis
LM-439, C. parapsilosis LM-5770, C. parapsilosis LM-55117. Estas possuem o
respectivo perfil de sensibilidade, exposto no Quadro 1 (CLSI, 2008). Assim, segundo
critério estabelecidos pelo documento M27A2, todas as cepas ensaiadas sao

resistentes ao fluconazol.

Quadro 1: Perfil de sensibilidade das cepas de C. albicans e C. parapsilosis

Anfotericina B Fluconazol
Cepas
CIM (pg/mL)
ATCC 76485 0,25 (S) 32 (R)
G g LM-616 0,25 (S) 64 (R)
(8]
-
© LM-587 0,25 (S) 16 (R)
" ATCC 22019 0,25 (S) 16 (R)
G 8
= LM-439 0,50 (S) 32 (R)
(2]
o
g LM-5770 0,25 (S) 64 (R)
o
LM-55117 0,50 (S) 32 (R)
Legenda: (S): Sensivel; (1): Sensibilidade intermediéria; (R): Resistente.
Reagentes

Os meios de cultura utilizados foram: Agar Sabouraud dextrose (ASD), Agar
Arroz e RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 com L-glutamina e sem
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bicarbonato de sddio, adquiridos via Sigma-aldrich®. Todos foram preparados
conforme orientacbes do fabricante. A di-hidrojasmona, antifingico anfotericina B,
ergosterol, dimetilsulféxido (DMSO) e tween 80 também foram oriundos da Sigma-
Aldrich® Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). O sorbitol foi adquirido da VETEC

Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ.

In6culo

As suspensdes foram preparadas a partir de culturas recém semeadas em ASD
e incubadas a 35 °C durante 48 horas. Apdés a incubacédo, foi transferido
aproximadamente 5 col6nias (com uma alca estéril) para tubos de ensaio contendo
10 mL de solucéo salina estéril (NaCl a 0.85 %), e agitadas durante 15 segundos com
o auxilio de um aparelho vortex (Fanem Ltd., Guarulhos, SP, Brasil). A turbidez do
inoculo final foi padronizada com o tubo de 0.5 na escala de McFarland. A
concentracdo final obtida foi de 1,5 x 10° unidades formadoras de coldnias por
mililitros (UFC/mL) (CLSI, 2008; SVETAZ et al., 2010).

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima e (CIM) e da
Concentracado Fungicida Minima CFM

A CIM de di-hidrojasmona, bem como do antifungico anfotericina B foi
determinada por meio da técnica de microdiluicdo em microplaca contendo 96 pocos
com fundo em forma de “U” (ALAMAR®), descrita pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2008, com algumas modificacées. A emulsdo da di-hidrojasmona
foi preparada utilizando DMSO e Tween 80, sendo sua concentracao de teste variando
entre 1024 pg/mL e 0,5 pg/mL. A anfotericina B (controle positivo) foi utilizada nos
ensaios em concentragdes que variam de 16 a 0,0156 pg/mL.

Controles de viabilidade microbiana, esterilidade do meio e dos solventes
utilizados para preparacdo do composto também foram realizados. Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata. As placas foram ent&o incubadas a 35 °C durante 24h.
ApoOs esse tempo, a leitura foi realizada visualmente. A CIM foi definida como a menor
concentracdo do composto capaz de produzir inibicdo visivel sobre o crescimento
fungico de pelo menos 50% das cepas ensaiadas. O resultado foi expresso pela média

aritmética das CIM’s obtidas nos trés ensaios.
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A atividade antifangica dos produtos naturais foi interpretada e considerada
como ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: < 500 ug/mL = atividade
forte/6tima; 600 - 1500 pg/mL = atividade moderada; acima de 1500 pg/mL = atividade
fraca ou produto inativo (SARTORATTO et al., 2004).

Apos leitura da CIM, aliguotas de 10 pyL do sobrenadante das cavidades onde foi
observada completa inibicdo do crescimento fungico (CIM, CIM x2 e CIM x 4) nas
placas de microdiluicdo, foram adicionadas em meio agar Sabouraud dextrose e
incubadas a 35 + 2 °C durante 24 horas. A CFM foi considerada como a menor
concentracdo do composto em que nao acontecera crescimento de UFCs no meio de
cultura. Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média
aritmética das CFM’s obtidas nos trés ensaios (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016;
NCUBE N. S.; AFOLAYAN A. J.; OKOH A. I., 2008)

Acdao sobre parede celular fungica (ensaio com sorbitol)

Este ensaio compara as CIM’s dos produtos antifungicos na auséncia e presenca
de sorbitol a 0,8 M, um protetor osmaético usado para estabilizar os protoplastos de
fungos.

Para a determinacdo da CIM dos produtos, na presenca do sorbitol, utilizou-se
do meio RPMI 1640 sem sorbitol ou previamente adicionado de sorbitol (PM = 182,17)
(VETEC Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ), ambos duplamente concentrados.
Por ultimo, foi realizado o mesmo procedimento com o antifingico convencional com
conhecida acdo sobre a parede celular, a caspofungina. As placas foram seladas e
incubadas durante 48 horas a 35-37°C para posterior leitura (ESCALANTE et al.,
2008; FROST et al., 1995)

Acdo sobre o ergosterol presente na membrana celular fungica

Outro alvo de acao do produto testado pode ser o ergosterol da membrana
celular. Para isso foi utilizada a metodologia de microdiluicdo, descrita anteriormente,
na presenca e na auséncia do ergosterol exégeno. Neste caso, o meio RPMI 1640 &
acrescido do ergosterol exdgeno numa concentragao de 400 pg/mL, e ao realizar a
leitura, os valores da CIM sdo comparados na sua presenca e na auséncia do mesmo.
Assim, 0 ensaio revela a qual propriedade o produto tem afinidade pelo ergosterol que

compde a membrana celular fingica ou ndo. Para o controle positivo, foi realizado o
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mesmo ensaio com a anfotericina B, uma vez que essa possui 0 ergosterol da

membrana celular como alvo farmacolégico (ESCALANTE et al., 2008)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

InfecgBes fungicas invasivas ou persistentes tem sido particularmente um
problema no ambiente hospitalar, particularmente em pacientes
imunocomprometidos.  Principalmente devido pequeno arsenal terapéutico
antifangico, além do alto custo total do tratamento, efeitos adversos dos farmacos e
aparecimento de cepas resistentes. Isso impulsiona a busca de alternativas a este
cenario (HEARD; WU; WINTER, 2021)

Os valores da CIM e CFM de di-hidrojasmona estdo demonstrados na Tabela 1.
O terpeno apresentou uma CIM de 128 - 256 ug/mL, dependendo da cepa ensaiada,
demonstrando, segundo critérios de (SARTORATTO et al., 2004) forte atividade
antifangica. Sua CFM foi igual a CIM, demonstrando natureza fungicida, uma vez que
a razdo CFM/CIM < 4 (SIDDIQUI et al., 2013)

Tabela 1: CIM e CFM da Di-hidrojasmona frente cepas de Candida albicans e C.

parapsilosis
Di-hidrojasmona *Anf B Controles
Microrganismos Natureza de
CIM CFM il o CIM "MO  "™Est
Cim Atividade
. ATCC 76485 256 256 1 Fungicida 0,25 + -
S § LM-587 128 256 2 Fungicida 0,25 + -
c =
S € Lm-616 256 256 1 Fungicida 0,25 + -
ATCC 22019 128 128 1 Fungicida 0,25 + -
o
8 LM-439 256 512 2 Fungicida 0,50 + -
© =
S & LM55117 256 256 1 Fungicida 0,25 + -
C S
S & Lm-5770 256 256 1 Fungicida 0,50 + -

Legenda: *anfotericina B; **microrganismo; ***esterilidade; (+) crescimento positivo; (-) auséncia de
crescimento.

Fonte: Autores.

No estudo realizado por (PINTO, 2019) o di-hidrojasmona apresentou CIM entre
256 e 512 ug/mL frente cepas de dermatdfitos testadas, corroborando com os nossos
achados e afirmando seu potencial antifingico.

Assim como a di-hidrojasmona, o timol € um monoterpeno, que se diferencia do

DHJ por possuir uma hidroxila em sua estrutura, peso molecular menor (150,22 g/mol)
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e atividade antimicrobiana ja relatada. No estudo de (SOUSA et al., 2020), sua
atividade foi avaliada frente cepas de C. parapsilosis, incluindo a ATCC 22019 também
testada no presente estudo. O timol apresentou atividade fungicida diante todas as
cepas testadas, com razao CFM/CIM menor que 4.

Uma vez estabelecido a forte atividade antifingica da di-hidrojasmona, este
estudo buscou determinar por qual mecanismo o monoterpeno agiria. Para este fim,
utilizou-se o ensaio com sorbitol e com ergosterol exdgeno, e os resultados estédo

plotados na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de CIM (ug/mL) da Di-hidrojasmona (DHJ), na auséncia e na
presenca de sorbitol (0.8 M) e ergosterol (400 ug/mL) frente Candida spp.

CIM (pg/mL)
Microrganismos = ‘@ c ‘D = ‘B
g g2 28 g¢ 88 g§gg g &
8 0O 50 @0 § o0 5 O 5 O
c O o O c O o O c O o O
= . E . = P . . E
O < O < O < O < O < O <
Farmacos - Esteroides + Sorbitol + Ergosterol
DHJ 256 128 256 128 512 512
Anfotericina B 0,25 0,25 4 4
Caspofungina 0,031 0,031 1 1

Legenda: DHJ: di-hidrojasmona.
Fonte: Autores

Observa-se que a CIM da di-hidrojasmona frente as cepas ensaiadas, aumentou
na presenca do ergosterol exdgeno e permaneceu a mesma na presenca do sorbitol,
sugerindo que o mecanismo de acdo de DHJ ocorre a partir de sua ligacdo ao
ergosterol presente na membrana. Este é o primeiro estudo que demonstra tal
mecanismo.

No ensaio realizado com o monoterpeno timol de acordo com Sousa et al.,
(2020), nao foi observada alteragéo nos valores da CIM na presenca do sorbitol nem
do ergosterol frente C. parapsilosis, constatando que o monoterpeno utiliza um outro
mecanismo para atuar sobre a levedura, excluindo a parede celular fungica e a
membrana fungica(SOUSA et al., 2020).

O estudo de (OLIVEIRA; SANTOS, 2021) demonstrou que a agdo antifungica

atribuida ao 6leo essencial de Cymbopogon citratus se d& pela presenca de seu
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composto majoritario, o terpeno citral. (SILVA et al., 2017) avaliou a atividade do 6leo
frente C. albicans e C.tropicalis, determinando sua CIM, CFM e acao na presenca do
sorbitol. Foi observada forte atividade antifungica, com CIM entre 125 pyg/mL e 250
pMg/mL, bem como atividade fungicida, e que a presenga do protetor osmaotico nao

interferiu na acao.

4. CONCLUSAO

Baseado nestes resultados, o presente estudo demonstra que o monoterpeno
di-hidrojasmona possui forte atividade antifungica frentes espécies de Candida
fluconazol resistentes e sugere que esta atividade esteja relacionada a sua agao no
ergosterol de membrana. Logo, di-hidrojasmona demostrou ser um promissor produto
na busca de alternativas para o tratamento das candidiases. O que impulsiona para

testes mais especificos de estudos pré-clinicos e clinicos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O monoterpeno testado apresenta potencial antifangico promissor frente cepas
de Candida resistentes ao fluconazol. Sua CIM de 256 yg/mL o classifica com forte
poder antifingico, além de ter apresentado caracteristica fungicida contra as cepas
testadas, importante na resisténcia aos antifungicos. Além disso, sua acao sobre o
ergosterol exdgeno aponta a membrana celular como alvo, corroborando com as
caracteristicas de grande parte dos monoterpenos descritos na literatura. Sendo
assim, sdo necessarios testes adicionais mais especificos para té-lo como opc¢éo de

um protoétipo no tratamento das candidiases.
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