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RESUMO

Candida albicans é um patdgeno comensal e oportunista e sua interacdo com as
células do hospedeiro € caracterizada por uma complexa expressao de fatores de
viruléncia tais como plasticidade morfologica, patogenicidade, timotropismo,
expressdo de adesinas e invasinas na superficie celular, troca fenotipica, secrecéo
de enzimas hidroliticas e capacidade de formacao de biofilmes as quais resultam em
adesdo, invasao e dano celular. Esse estudo investigou a atividade antifungica e
antibiofiilme do 6leo essencial (OE) de Cymbopogon nardus e citronelal em
associacdo com miconazol e clorexidina sobre cepas clinicas de C. albicans bem
como seu provavel mecanismo de acdo. Para tanto, o OE foi caracterizado por
cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa (GC-MS) e a
Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracdo fungicida minima (CFM) dos
produtos foram determinadas por microdiluicdo. Utilizou-se o sorbitol e o ergosterol
para investigacdo do mecanismo de acdo dos produtos e para a associacao, 0
ensaio de ckeckerboard. Também realizou-se o potencial de inibicdo e ruptura do
biofilme pré-formado. O miconazol e a clorexidina foram utilizados como controles
positivos e 0s ensaios realizados em triplicata. A analise por GC-MS identificou como
composto majoritario o citronelal (42,28%) e a CIM e CFM dos produtos variaram
entre 2 pg/mL a 512 pg/mL. O OE e citronelal apresentaram atividade sugestiva
sobre a membrana celular fingica e quando associados ndo apresentaram atividade
sinérgica. Os produtos naturais utilizados apresentaram atividade significativa na
inibicdo (p<0,05) e ruptura dos biofilmes pré-formados (p<0,0001). Dessa forma, o
OE e citronelal demonstraram importante atividade antifingica e antibiofilme sobre

C. albicans e apontam esses produtos como promissores para ensaios clinicos.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Cymbopogon nardus. Citronelal. Candida.

Biofilmes.



ABSTRACT

Candida albicans is a commensal and opportunistic pathogen and its
interaction with host cells is characterized by a complex expression of virulence
factors such as morphological plasticity, pathogenicity, thymotropism, expression of
adhesins and invasins on the cell surface, phenotypic exchange, enzyme secretion
hydrolytic and biofilm formation capacity which result in cell adhesion, invasion and
damage. This study investigated the antifungal and antibiofilm activity of
Cymbopogon nardus and citronellal essential oil (EO) in combination with miconazole
and chlorhexidine on clinical strains of C. albicans as well as its likely mechanism of
action. For that, the EO was characterized by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) and the MIC and MFC of the products were determined by
microdilution. Sorbitol and ergosterol were used to investigate the mechanism of
action of the products and for the association, the ckeckerboard method. The
potential for inhibition and rupture of the preformed biofiim was also realized.
Miconazole and chlorhexidine were used as positive controls and the tests were
performed in triplicate. The GC-MS analysis identified citronellal (42.28%) as the
major compound and the MIC and MFC of the products ranged from 2 pg/mL to 512
pg/mL. EO and citronellal showed suggestive activity on the fungal cell membrane
and when associated, they did not present synergistic activity. The natural products
used showed significant activity in inhibition (p <0.05) and rupture of preformed
biofilms (p <0.0001). Thus, the EO and citronellal demonstrated important antifungal
and antibiofilm activity on C. albicans and point out these products as promising for

clinical trials.

Keywords: Essential oil. Cymbopogon nardus. Citronellal. Candida. Biofilms.
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1 INTRODUCAO

Candida albicans é considerado o principal agente etioldgico associado a
patogénese da candidiase. Na cavidade oral, geralmente ndo causam danos aos
individuos saudaveis, pois seu crescimento € restringido pelas barreiras
imunologicas e outros microrganismos comensais no nicho. Entretanto, quando
ocorre diminuicdo nessas barreiras, o crescimento excessivo de C. albicans pode
levar a candidiase oral podendo apresentar um leve desconforto local e alteracdes
gustativas, como também, a infeccbes sistémicas graves com morbidade e
mortalidade significativas®23.

As células epiteliais orais funcionam como uma barreira fisica e sdo a primeira
linha de defesa contra C. albicans. Apdés o reconhecimento de Candida, essas
células induzem a secrec¢ao de varios peptideos antimicrobianos com efeito direto de
morte na célula fangica auxiliando no controle da colonizacdo local*®®. As celulas
epiteliais secretam mediadores proé-inflamatérios como citocinas e quimiocinas (G-
CSF, GM-CSF, IL-1, IL1, IL-6, IL-8 e CCL5) e sinalizam o recrutamento de células
fagociticas incluindo neutréfilos, macréfagos e células dendriticas ao local da
infeccéo’12.

A secrecdo salivar e o seu fluxo constante desempenham um importante
mecanismo de depuracdo mecéanica evitando a aderéncia de C. albicans as células
epiteliais sendo fundamental para a manutencdo do estado comensal de C.
albicans®3'4, Além disso, a saliva é altamente enriquecida em peptideos
antimicrobianos, que desempenham um papel vital na imunidade inata e defesa
contra a colonizacdo microbiana!®>?°. Dentre os peptideos antimicrobianos, as
histatinas (familia de 12 peptideos catibnicos ricos em histidina) destacam-se por
serem produzidas exclusivamente pelas glandulas salivares e por apresentarem
atividade antimicrobiana de amplo espectro?:??2, A histatina-5 possui potente
atividade antifungica contra C. albicans e seu mecanismo esta relacionado a ligacao
a receptores especificos na parede celular do fungo e a captacao intracelular onde
ela atinge a mitocdndria, interrompendo a homeostase celular?3-26,

A candidiase oral acomente pacientes de todas as faixas etarias incluindo os
de extrema idade?’ e estima-se que 5 a 7% dos bebés desenvolvem candidiase
oral’®. Sua prevaléncia é de 30 a 45% em adultos saudaveis,?” em pacientes com

AIDS é estimada em 9 a 31% e aproximadamente 20% em pacientes em tratamento
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de cancer?. A candidiase sistémica é menos frequente, mas carrega uma taxa de
mortalidade alta 71 a 79%2°.

As espécies de Candida possuem fatores de viruléncia envolvidos com a
formacdo de biofiimes, sendo a saliva, fluido gengival, pH e nutrientes fatores
ambientais favoraveis aos processos de co-agregacao e co-adesdo entre Candida e
outros microrganismos, incluindo as bactérias relacionadas a céarie dentaria e
doencas periodontais®. A habilidade para formacéo de biofiimes esta associada com
a capacidade de causar infecgles, representando um aumento na resisténcia aos
farmacos antifiingicos e as defesas imunolégicas do hospedeiro332,

Na candidiase oral, a fase inicial e essencial da patogénese, implica no
elevado potencial de aderéncia da C. albicans aos tecidos orais como também a
uma superficie de acolhimento ou um dispositivo implantado, tal como as préteses e
implantes dentarios. Em geral, os biofilmes fangicos possuem maior resisténcia as
defesas do hospedeiro e a terapia antimicrobiana convencional, podendo resultar em
infeccdes graves e persistentes33-3°,

Os biofilmes sdo uma comunidade de microrganismos caracterizados por
células irreversivelmente ligadas a uma superficie e incorporadas em uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares. As células do biofilme (células sésseis)
representam um fenotipo alterado e exibem expresséo diferencial de genes em
comparacdo com as células livres (planctonicas)®. Os biofiimes fornecem varios
beneficios ecoldgicos aos microrganismos como por exemplo, protecao contra o
estresse ambiental, melhor aquisicdo de nutrientes, cooperacdo metabdlica e
persisténcia em nichos desfavoraveis®’.

Biofilmes de Candida quando envolvidos em um processo infeccioso resistem
ao ataque do sistema imunoldgico do hospedeiro e dificultam o tratamento com a
terapia antifiUngica devido a sensibilidade reduzida a esses farmacos resultando em
falhas clinicas®®-4%, Além disso, a formacdo desses biofilmes é um importante fator
de viruléncia dessas espécies podendo atuar como reservatorios, liberando as
células infecciosas e causando episédios repetidos de reinfeccées*t. Estudos de
suscetibilidade demonstram que os biofilmes de C. albicans podem ser até 2.000
vezes mais resistentes aos farmacos antifUngicos do que as células planctbnicas
correspondentes?*?44,

Os farmacos disponiveis para tratamento de infeccbes fungicas sao

representados pelos poliénicos (nistatina, anfotericina B), azdlicos (miconazol,
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cetoconazol, itraconazol), alilaminas (terbinarfina), equinocandinas (caspofungina,
micafungina) e analogos de nucleosideos (flucitosina)*>-*’. O miconazol inibe a agdo
da sintese de ergosterol fangico interagindo com a enzima 14-alfa desmetilase do
citocromo P450 e inibindo o crescimento de leveduras patogénicas ao alterar a
permeabilidade da membrana celular. O uso repetido de miconazol, no entanto,
pode causar um risco de desenvolvimento de cepas resistentes ao azol*® e os efeitos
adversos relatados com mais frequéncia sdo a diarreia, dor de cabeca, nauseas e
vOmitos*.

A clorexidina € um agente anti-séptico de amplo espectro antibacteriano, que
atua contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e alguns fungos®°. Suas
formulacbes tém sido amplamente utilizadas para o controle quimico do biofilme
dental®! e para tratar infeccdes da cavidade oral. Entretanto, o seu uso prolongado
pode desencadear efeitos adversos, tais como: gosto desagradavel, alteracbes do
paladar, pigmentacéo nos dentes e descamacéo oral>>°2,

As plantas medicinais tém um importante papel na saude mundial e, estima-
se que 25 a 30% de todos os farmacos avaliados como agentes terapéuticos sédo
derivados de produtos naturais®. Em virtude da ocorréncia de fatores indesejaveis,
somados a relativa toxicidade presente nos antifUngicos convencionais, o estudo de
plantas com propriedades terapéuticas, abrangendo aquelas com atividade
antimicrobiana, tem crescido bastante, ndo apenas por constituir-se em um recurso
terapéutico alternativo, mas também devido as perspectivas de efeitos terapéuticos
significativos frente aos fungos patogénicos®>°°,

Os Oleos essenciais sdo compostos naturais e complexos obtidos a partir de
plantas medicinais e caracterizados pelo forte odor e volatilidade. S&o formados
pelos metabdlitos secundarios de plantas aroméaticas e apresentam cerca de dois ou
trés componentes principais em concentragdes relativamente elevadas (20-70%)%".
O género Cymbopogon é constituido de oitenta e cinco espécies. A espécie
Cymbopogon nardus L. Rendle é uma planta originada do Ceildo e da india e
pertence a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae®®. O 6leo essencial (OE) de
Cymbopogon nardus é conhecido por apresentar caracteristicas repelentes de
insetos®®, antiespasmadicas, rubefacientes, estimulantes, carminativos,
diaforéticos®, antimicrobianas®! e antifingicas®?% sendo composto principalmente
por monoterpenos (£ 80%), o que inclui, principalmente, citronelal, citronelol e

geraniol®®,
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O citronelal é um monoterpeno formado predominantemente pelo
metabolismo secundario das plantas apresenta-se como um liquido oleoso com odor
de limdo e pode ser encontrado em diversos 6leos essenciais®®8’. A literatura tem
demonstrado que o citronelal possui acédo antifingica®t72, antibacteriana’®, anti-
inflamatéria’ e antioxidante’.

Dessa forma, a presente tese avaliou a atividade antifingica e antibiofilme do
Oleo essencial de Cymbopogon nardus e do fitoconstituinte citronelal sobre cepas de

C. albicans.
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2 METODOLOGIA

Esse estudo seguiu as normas da Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional
de Saude (CNS) e foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de
Pernambuco (BRASIL) com CAAE: 87454417.7.00005208. Os ensaios bioldgicos
foram realizados no Laboratério de Micologia Clinica do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba (Brasil). A andlise por GC/MS foi
realizada no Laboratério de Ecologia Quimica do Departamento de Quimica
Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco (Brasil). Foram utilizadas
cepas de Candida albicans ATCC 76485 e oriundas de cavidade oral e proteses
dentarias LM 2B; LM 4; LM 9B; LM 9P; LM 12B; LM 12P; LM 13B; LM 19B; LM 19P;
LM 62; LM 108; LM 122, mantidas em Agar Sabouraud dextrose (DIFCQO®),
estocadas a 4°C e a temperatura ambiente (28° a 30°C).

Nesse estudo foram utilizados o OE de Cymbopogon nardus (L.) Rendle e o
citronelal obtidos comercialmente, respectivamente, na BIOESSENCIA® e SIGMA-
ALDRICHT®. O antifingico miconazol e o antimicrobiano clorexidina foram obtidos,
respectivamente, na SIGMA-ALDRICHT® e RIOQUIMICA® — Industria Farmacéutica
e utilizados como padrdo. O meio de cultura utilizado foi o0 RPMI 1640 (HIMEDIA®)

com a preparacao realizada de acordo com as instrucdes do fabricante.

Para o in6culo, as cepas selecionadas foram mantidas no meio de cultura,
durante 24-48 horas a 35-37°C e preparado e padronizado em solucéo fisiol6gica
esterilizada, comparando-se com uma suspensao de sulfato de bario do tubo n° 0,5
da escala Mc Farland. Ap6s agitacdo com o auxilio do aparelho Vortex (Fanem)
durante 2 minutos, as suspensdes foram ajustadas para 90% de transmitancia no

espectrofotometro (Leitz-photometer 340-800), para conter cerca de 10® UFC/mL"%
78

2.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS)

A caracterizacdo do OE foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS). Para tanto, foi utilizado o GC/MS 5975C Series
(Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), em sistema quadrupolo equipado com uma
coluna DB-5 apolar (Agilent J&W; 60 m de comprimento, 0,25 mm de diametro

interno, 0,25 pym espessura do filme). A temperatura do forno do GC foi conservada
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a 60 °C pelo tempo de 3 min, e em seguida aumentada de 2,5 °C min! até 240 °C e
mantida dessa forma por 10 min. A pressao do fluxo de gas do hélio se manteve
constante em 100 kPa, o injetor em temperatura 250 °C e no modo split (1:50). O
detector foi operado em 280 °C, o potencial de ionizagéo foi registrado em 70 eV

com velocidade de escaneamento 0,5 varreduras na faixa de 20-350 m / z’°.

2.2 Concentracdao Inibitoria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM do OE, citronelal, miconazol e clorexidina foram
realizadas por meio da técnica da microdilui¢do. Inicialmente, foram distribuidos 100
ML de RPMI 1640 nos orificios das placas de microdiluicdo. Em seguida, foram
distribuidos 100 pL da substancia testada, a uma concentragdo inicial de 1024
pg/mL, que foi diluida seriadamente, a partir da retirada de uma aliquota de 100 pL
da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora. Posteriormente, a
amostra foi diluida em série, transferindo uma aliquota de 100 pyL do primeiro pogo
para os seguintes. As concentragdes variaram de 1024 a 2 pg/mL. Aliquotas de 10
ML do in6culo foram dispensadas nos pogos de cada coluna. Paralelamente,
controles de viabilidade e suscetibilidade ao miconazol e clorexidina também foram
realizados pela mesma técnica. Os testes foram realizados em triplicata e as placas
foram incubadas a 35-37°C por 24-48h. Dessa forma, a CIM foi considerada a menor

concentracdo do produto em teste que impediu o crescimento visivel do subcultivo’®
78

2.3 Concentracédo Fungicida Minima (CFM)

Apébs determinar a CIM, a concentracao correspondente a inibitéria e as duas
imediatamente mais concentradas (CIMx2 e CIMx4), bem como os controles
positivos foram subcultivadas em placas de microdiluicdo de 96 pocos com meio
RPMI 1640 para determinar a concentracdo fungicida minima (CFM). Apds 24-48
horas de incubacao a 35-37°C, as leituras das CFMs foram realizadas com base no
crescimento dos controles, sendo considerada CFM a menor concentracdo do

produto que impediu o crescimento visivel do subcultivo’®.

2.4 Ensaio da acao/interacdo do OE de C. nardus e citronelal sobre a parede e

a membrana celular fungica
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Para verificar a acdo dos produtos sobre a parede celular fungica foram
utilizadas as CIMs com a auséncia e presenca de sorbitol a 0,8 M. A determinacéo
da CIM dos produtos, na presencga do sorbitol (0,8M), foi realizada pelo método de
microdiluicdo em placas de 96 pocos. Em cada orificio da placa, foram adicionados
100 pL do RPMI 1640 previamente adicionado de sorbitol com peso molecular de
182,17g (VETEC Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ), ambos duplamente
concentrados. Em seguida, 100 pL dos produtos teste, também duplamente
concentrados, foram adicionados nas cavidades da primeira linha da placa e por
meio de uma diluicdo seriada a uma razéo de dois, foram obtidas as concentracdes
dos produtos e, no caso do sorbitol, uma concentracao final de 0,8mol/L em cada
cavidade. Por fim, foram adicionados 10 pL do in6culo de C. albicans (ATCC 76485
e LM 4). Foram realizados controle de crescimento e de esterilidade. Apos 24-48H
de incubacdo a 35-37°C as leituras foram realizadas. Os ensaios foram efetuados
em triplicata®.

Para avaliar a interacdo dos produtos sobre a membrana celular fungica
foram utilizadas as CIMs com a auséncia e presenca do ergosterol (Sigma-Aldrich®)
na concentracdo de 400 pg/mL. Foram utilizadas as mesmas cepas do item anterior
e 0s ensaios foram realizados em triplicata com controle de crescimento e
esterilidade. Para determinar a CIM dos produtos foi utilizada a técnica de
microdiluicdo em placas de 96 pocos semelhante ao protocolo exposto no ensaio
anterior. Apés 24-48H de incubacédo a 35-37°C as leituras foram realizadas®?.

2.5 Ensaio de associacao pelo método checkerboard

Foram utilizados o OE de C. nardus e citronelal associados aos
antimicrobianos miconazol e clorexidina para determinacdo do indice da
concentracao inibitéria fracionada (ICIF). Para realizagcdo desse ensaio, 100 uL de
RPMI 1640 foram distribuidos nos pocos da microplaca estéril contendo 96
cavidades. Posteriormente, 50 pL dos produtos teste (OE e citronelal) nas
concentragbes (CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4) foram adicionados no sentido
vertical e 50 pL dos antimicrobianos (miconazol e clorexidina), nas mesmas
concentragcbes supracitadas, adicionados no sentido horizontal da microplaca. Por
ultimo, foram acrescentados 20 pyL da suspensado fungica (ATCC 76485 e LM 4),
previamente ajustados de acordo com o tubo 0,5 da escala McFarland. As

microplacas foram incubadas a 35-37°C e ap0s 24-48H as leituras foram realizadas
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para verificar o crescimento fangico®. Paralelamente, foi realizado o controle de
esterilidade e de viabilidade das cepas e os ensaios foram realizados em triplicata.

O ICIF foi calculado por meio da soma do CIFA + CIFB, onde A representa o
antimicrobiano e B o produto teste. O CIFA, por sua vez, foi calculado pela relacédo
CIMA combinado/ CIMA isolado, enquanto que o CIFB = CIMB combinado/ CIMB
isolado. O indice foi interpretado de acordo com 0s seguintes critérios: sinergismo

(=0.5), aditividade/indiferenca (>0,5 a <4) ou antagonismo (>4,0),

2.6 Inibicdo da formacé&o do biofilme

O ensaio foi baseado na metodologia de BALASUBRAMANIAN et al. (2012)84,
com modificacdes, e as andlises realizadas em triplicata. Foram utilizadas placas de
microdiluicdo para a incubagéo de 100pL de meio RPMI 1640 contendo diferentes
concentracbes (CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4) dos produtos testes (OE,
citronelal, miconazol e clorexidina) e 10uL do in6culo de C. abicans (ATCC 76485 e
LM 4). Para o controle negativo, apenas o meio de cultura e inoculo foram utilizados.
Apés o intervalo de 48h de incubacao estética a 35-37°C, o conteudo dos pocos foi
devidamente descartado e delicadamente lavados com agua destilada estéril para
remocao de qualquer crescimento planctdnico (células ndo aderidas), e logo em
seguida foram conservados para secagem em temperatura ambiente. Apoés
secagem, foram transferidos 140uL de solucgédo de cristal violeta a 1% (NEWPROV®)
repousando pelo tempo de 40 minutos. Em seguida o corante foi desprezado e
utilizou-se agua destilada para remocao dos excessos nas paredes dos pocos e
ap6s estarem secos, receberam 140uL de etanol absoluto (RIOQUIMICA®) para
fixacdo. Apds o periodo de 30 minutos em repouso, foi realizada a leitura da placa
em espectrofotdmetro de microplacas (Multiskan GO) a 590nm.

2.7 Ruptura do biofilme pré-formado

A capacidade de ruptura do biofilme pré-formado utilizando os produtos testes
foi avaliada seguindo a metodologia descrita por RAJASEKHARAN et al. (2017)85,
com modificacbes, e as analises realizadas em triplicata. Foram incubados, em
placas de microdiluigdo, 10uL de inéculo fungico (ATCC 76485 e LM 4) e 100uL de
meio RPMI 1640, estaticamente, durante 48h a 35-37°C para formacé&o do biofilme.
Em seguida, o conteudo dos pocos foi desprezado e foram novamente adicionados

100pL de meio RPMI 1640, desta vez com diferentes concentragbes das
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substancias teste (CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4) sendo novamente incubados
durante 48h a 35-37°C, de forma estatica. Para o controle negativo foram utilizados
apenas 0 meio de cultura e indculo. Logo apos, foi realizada a coloracao do biofilme
com cristal violeta a 1% e solubilizacdo em etanol absoluto, seguida de leitura em
espectrofotometro de microplacas (Multiskan GO) a 590nm utilizando-se a mesma
metodologia descrita no item anterior. A porcentagem de ruptura do biofilme preé-
formado foi calculada utilizando a seguinte férmula: % de ruptura do biofilme =
[(ABSsg0 controle — ABSsg0 teste)/ ABSsgo controle] x 100.

2.8 Andlise estatistica
Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism 8. Foi utilizada a
analise two-way ANOVA com multiplas comparacfes com pdés teste de Tukey e

intervalo de confianca de 95%.
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3 CONCLUSAO

Os resultados da presente tese demonstraram que o OE de Cymbopogon
nardus apresentou o citronelal como seu composto majoritario, seguido do geraniol e
citronelol. O OE e o fitoconstituinte citronelal apresentaram atividade antifingica
inibindo 100% das cepas nas concentracfes de 256 pg/mL. Os produtos avaliados
sugerem atividade sobre a membrana celular fangica e quando associados ao
miconazol e/ou clorexidina ndo apresentaram atividade sinérgica. Ademais,
apresentaram importante atividade antibiofilme, tanto na inibicdo quanto na ruptura
do biofilme pré formado, apontando esses produtos como promissores para ensaios
clinicos. Entretanto, ainda sao necessarios estudos complementares de
biodisponibilidade e toxicidade para desenvolver aplicagdes clinicas para o uso dos

produtos avaliados.
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RESUMO

Objetivo Esse estudo investigou a atividade antifungica e antibiofime do 6leo
essencial (OE) de Cymbopogon nardus e citronelal em associacdo com miconazol e
clorexidina sobre cepas clinicas de Candida albicans bem como seu provavel
mecanismo de acado. Materiais e Métodos O OE foi caracterizado por cromatografia
gasosa acoplado a espectrometria de massa (GC-MS) e a CIM e CFM dos produtos
foram determinadas por microdiluicdo. Utilizou-se o sorbitol e o ergosterol para
investigacdo do mecanismo de acdo dos produtos e para a associa¢ao, 0 ensaio de
ckeckerboard. Também realizou-se o potencial de inibicdo e ruptura do biofilme pré-
formado pela técnica de microdiluigdo. O miconazol e a clorexidina foram utilizados
como controles positivos e 0s ensaios realizados em triplicata. Resultados A analise
por GC-MS identificou o citronelal como composto majoritario e as CIMs do OE,
citronelal, miconazol e clorexidina capazes de inibir 100% das cepas foram de 256
pg/mL, 256 pg/mL, 128 pg/mL e 8 pg/mL, respectivamente. O OE e citronelal
apresentaram atividade sugestiva sobre a membrana celular fungica e quando
associados nao apresentaram atividade sinérgica. Os produtos naturais
apresentaram atividade significativa na inibicdo (p<0,05) e ruptura dos biofilmes pré-
formados (p<0,0001). Conclusdo O OE e citronelal demonstraram importante
atividade antifungica e antibiofiime sobre C. albicans. Relevancia Clinica Existe
uma constante busca por produtos de origem natural que sejam eficazes no controle
dos biofilmes fungicos. Os resultados apontam esses produtos como promissores
para ensaios clinicos, entretanto, estudos complementares de biodisponibilidade e
toxicidade devem ser realizados a fim de torna-los uma alternativa para a remocéo

quimica do biofilme oral.

Key words: Cymbopogon, citronellal, Candida, antifungal, antibiofilm.
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Introducéo

Candida albicans € um patdogeno comensal e oportunista que causa infecces
normalmente em consequéncia de uma alteracdo na resposta imunologica do
hospedeiro [1]. Esses microrganismos apresentam versatilidade no seu estado
patogénico e uma de suas principais caracteristicas de viruléncia € a capacidade de
formacdo de biofiimes. O aumento da resisténcia aos medicamentos, sua
diversificacdo morfologica, natureza recalcitrante e trocas fenotipicas mais
significativas estdo presentes no estado seéssil de C. albicans causando
repercussodes clinicas importantes [2].

A interacdo entre C. albicans e as células do hospedeiro é caracterizada por
uma complexa expressdo de fatores de viruléncia as quais resultam em adeséao,
invasao e dano celular [3]. Dentre as propriedades de viruléncia destacam-se a
plasticidade morfolégica, patogenicidade, timotropismo (deteccdo de contato), a
expressdo de adesinas e invasinas na superficie da célula, troca fenotipica,
secrecao de enzimas hidroliticas e capacidade de formacéo de biofilmes [4].

Os biofilmes flngicos sdo compostos por comunidades de formas
heterogéneas como hifas, pseudo-hifas e blastoconidios, que se incorporam a uma
matriz extracelular contendo polissacarideos, proteinas e acidos nucléicos [5]. Além
disso, fatores ambientais como a saliva, fluido gengival, pH e nutrientes s&o
favoraveis aos processos de co-agregacdo e co-adesdo entre Candida e outros
microrganismos, em especial as bactérias, estando associadas as principais
patologias da cavidade oral, bem como a carie dentéaria e a doenca periodontal [6].

Os microrganismos comensais da cavidade oral e as barreiras imunolégicas
restringem o crescimento de C. albicans impedindo que cause danos aos individuos
saudaveis [7]. No entanto, quando os hospedeiros apresentam diminuicdo dessas
barreiras, o crescimento excessivo de C. albicans podem levar a sintomas como um
leve desconforto local e alteracdes da sensacdo do paladar a infeccbes sistémicas
graves com morbidade e mortalidade significativas [8].

Em geral, os biofilmes fungicos possuem maior resisténcia as defesas do
hospedeiro como também a terapia antimicrobiana convencional resultando em
infeccbes graves e persistentes, efeitos colaterais indesejaveis e rapido
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos [9-12]. A resisténcia da C.
albicans tem sido demonstrada em varios estudos podendo chegar a

aproximadamente 40% com a utilizagdo de miconazol, 45% entre os individuos que
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receberam terapéutica prévia ao fluconazol e, dos isolados resistentes, 93%
apresentam resisténcia cruzada ao itraconazol [13,14].

A terapia antibiotica de amplo espectro e o uso de préteses dentarias mal
higienizadas, associadas a hipossalivacdo, pode ser observada como fatores que
predispdem ao aparecimento da candidiase oral [15,16]. Dentre os farmacos
disponiveis para tratamento de infeccbes fangicas destacam-se 0s poliénicos
(anfotericina B e nistatina) e azodlicos (fluconazol, itraconazol, miconazol,
cetoconazol), sendo estes Ultimos os de primeira escolha para tratamento dessas
doencas e sdo geralmente fungistaticos [17]. A clorexidina por sua vez apresenta
amplo espectro antimicrobiano tanto sobre bactérias quanto sobre fungos inibindo a
formacao de biofilmes [18]

Os produtos naturais tem demonstrado ser uma alternativa as substancias
quimicas sintéticas. O género Cymbopogon € constituido de oitenta e cinco
espécies. A espécie Cymbopogon nardus L. Rendle é uma planta originada do
Ceildo e da India e pertence a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae [19]. O 6leo
essencial (OE) de C. nardus, conhecido popularmente como OE de citronela, tem
demonstrado na literatura caracteristicas como repelentes de insetos [20],
antiespasmadicas, rubefacientes, estimulantes, carminativos, diaforéticos [21] e
antimicrobianas [22-26] sendo composto principalmente por monoterpenos (+ 80%),
0 que inclui, principalmente, citronelal, citronelol, e geraniol [20].

Esse estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifingica e antibiofilme
do OE de C. nardus e fitoconstituinte citronelal sobre cepas clinicas de Candida

albicans.
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Materiais e métodos

Os ensaios biologicos foram realizados no Laboratorio de Micologia Clinica do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba
(Brasil). Foram utilizadas cepas de Candida albicans padrao ATCC 76485 e oriundas
de cavidade oral e proteses dentarias LM 2B; LM 4; LM 9B; LM 9P; LM 12B; LM
12P; LM 13B; LM 19B; LM 19P; LM 62; LM 108; LM 122, mantidas em Agar
Sabouraud dextrose (DIFCO®), estocadas a 4°C e a temperatura ambiente (28° a
30°C).

Nesse estudo foram utilizados o OE de Cymbopogon nardus (L.) Rendle e o
fitoconstituinte  citronelal  obtidos  comercialmente, respectivamente, ha
BIOESSENCIA® e SIGMA-ALDRICHT®. O antifingico miconazol e o antimicrobiano
clorexidina foram obtidos, respectivamente, na SIGMA-ALDRICHT® e RIOQUIMICA®
— Industria Farmacéutica e utilizados como padrdo. O meio de cultura utilizado foi o
RPMI 1640 (HIMEDIA®) com a preparacéo realizada de acordo com as instru¢ées do

fabricante.

Para o in6culo, as cepas selecionadas foram mantidas no meio de cultura,
durante 24-48 horas a 35-37°C e preparado e padronizado em solucéo fisiologica
esterilizada, comparando-se com uma suspensao de sulfato de bario do tubo n° 0,5
da escala Mc Farland. Ap6s agitacdo com o auxilio do aparelho Vortex (Fanem)
durante 2 minutos, as suspensdes foram ajustadas para 90% de transmitancia no
espectrofotometro (Leitz-photometer 340-800), para conter cerca de 10 UFC/mL
[27-29].

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS)

A caracterizacdo do OE foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS). Para tanto, foi utilizado o GC/MS 5975C Series
(Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), em sistema quadrupolo equipado com uma
coluna DB-5 apolar (Agilent J&W; 60 m de comprimento, 0,25 mm de diametro
interno, 0,25 pym espessura do filme). A temperatura do forno do GC foi conservada
a 60 °C pelo tempo de 3 min, e em seguida aumentada de 2,5 °C min! até 240 °C e
mantida dessa forma por 10 min. A pressao do fluxo de gas do hélio se manteve

constante em 100 kPa, o injetor em temperatura 250 °C e no modo split (1:50). O
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detector foi operado em 280 °C, o potencial de ionizacéo foi registrado em 70 eV

com velocidade de escaneamento 0,5 varreduras™ na faixa de 20-350 m / z.

Concentracdao inibitéria minima (CIM)

A determinacdo da CIM do OE, citronelal, miconazol e clorexidina foram
realizadas por meio da técnica da microdiluicdo. Inicialmente, foram distribuidos 100
ML de RPMI 1640 nos orificios das placas de microdiluicdo. Em seguida, foram
distribuidos 100 pL da substancia testada, a uma concentragdo inicial de 1024
Mg/mL, que foi diluida seriadamente, a partir da retirada de uma aliquota de 100 pL
da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora. Posteriormente, a
amostra foi diluida em série, transferindo uma aliquota de 100 pyL do primeiro pogo
para os seguintes. As concentracdes variaram de 1024 a 2 pyg/mL. Aliquotas de 10
ML do in6culo foram dispensadas nos pocos de cada coluna. Paralelamente,
controles de viabilidade e suscetibilidade ao miconazol e clorexidina também foram
realizados pela mesma técnica. Os testes foram realizados em triplicata e as placas
foram incubadas a 35-37°C por 24-48h. Dessa forma, a CIM foi considerada a menor
concentracdo do produto em teste que impediu o crescimento visivel do subcultivo
[27-29].

Concentracgao fungicida minima (CFM)

Apébs determinar a CIM, a concentracao correspondente a inibitéria e as duas
imediatamente mais concentradas (CIMx2 e CIMx4), bem como 0s controles
positivos foram subcultivadas em placas de microdiluicio de 96 po¢os com meio
RPMI 1640 para determinar a concentracao fungicida minima (CFM). Apés 24-48
horas de incubacéao a 35-37°C, as leituras das CFMs foram realizadas com base no
crescimento dos controles, sendo considerada CFM a menor concentracdo do

produto que impediu o crescimento visivel do subcultivo [29].

Ensaio da acao/interacdo do OE de C. nardus e citronelal sobre a parede e a
membrana celular fangica

Para verificar a acdo dos produtos sobre a parede celular fangica foram
utilizadas as CIMs com a auséncia e presenca de sorbitol a 0,8 M. A determinacao
da CIM dos produtos, na presenca do sorbitol (0,8M), foi realizada pelo método de

microdiluicdo em placas de 96 pocos. Em cada orificio da placa, foram adicionados
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100 puL do RPMI 1640 previamente adicionado de sorbitol com peso molecular de
182,17g (VETEC Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ), ambos duplamente
concentrados. Em seguida, 100 pL dos produtos teste, também duplamente
concentrados, foram adicionados nas cavidades da primeira linha da placa e por
meio de uma diluicdo seriada a uma razéo de dois, foram obtidas as concentracdes
dos produtos e, no caso do sorbitol, uma concentracao final de 0,8mol/L em cada
cavidade. Por fim, foram adicionados 10 pL do in6culo de C. albicans (ATCC 76485
e LM 4). Foram realizados controle de crescimento e de esterilidade. Ap6s 24-48H
de incubacdo a 35-37°C as leituras foram realizadas. Os ensaios foram efetuados
em triplicata [30].

Para avaliar a interacdo dos produtos sobre a membrana celular fungica
foram utilizadas as CIMs com a auséncia e presenca do ergosterol (Sigma-Aldrich®)
na concentracdo de 400 pg/mL. Foram utilizadas as mesmas cepas do item anterior
e 0s ensaios foram realizados em triplicata com controle de crescimento e
esterilidade. Para determinar a CIM dos produtos foi utilizada a técnica de
microdiluicdo em placas de 96 pocos semelhante ao protocolo exposto no ensaio

anterior. Apds 24-48H de incubacédo a 35-37°C as leituras foram realizadas [31].

Ensaio de associacdo pelo método checkerboard

Foram utilizados o OE de C. nardus e citronelal associados aos
antimicrobianos miconazol e clorexidina para determinacdo do indice da
concentracao inibitéria fracionada (ICIF). Para realizagcdo desse ensaio, 100 uL de
RPMI 1640 foram distribuidos nos pocos da microplaca estéril contendo 96
cavidades. Posteriormente, 50 pL dos produtos teste (OE e citronelal) nas
concentragbes (CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4) foram adicionados no sentido
vertical e 50 pL dos antimicrobianos (miconazol e clorexidina), nas mesmas
concentragcbes supracitadas, adicionados no sentido horizontal da microplaca. Por
ultimo, foram acrescentados 20 pL da suspenséo fungica (ATCC 76485 e LM 4),
previamente ajustados de acordo com o tubo 0,5 da escala McFarland. As
microplacas foram incubadas a 35-37°C e apos 24-48H as leituras foram realizadas
para verificar o crescimento fungico [32]. Paralelamente, foi realizado o controle de
esterilidade e de viabilidade das cepas e 0s ensaios foram realizados em triplicata.

O ICIF foi calculado por meio da soma do CIFA + CIFB, onde A representa o

antimicrobiano e B o produto teste. O CIFA, por sua vez, foi calculado pela relacdo
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CIMA combinado/ CIMA isolado, enquanto que o CIF® = CIMB combinado/ CIMB
isolado. O indice foi interpretado de acordo com 0s seguintes critérios: sinergismo
(=0.5), aditividade/indiferenca (>0,5 a <4) ou antagonismo (>4,0) [33].

Inibicdo da formacéao do biofilme

O ensaio foi baseado na metodologia de Balasubramanian et al. [34], com
modificacdes, e as andlises realizadas em triplicata. Foram utilizadas placas de
microdiluicdo para a incubagéo de 100puL de meio RPMI 1640 contendo diferentes
concentracbes (CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4) dos produtos testes (OE,
citronelal, miconazol e clorexidina) e 10uL do in6culo de C. abicans (ATCC 76485 e
LM 4). Para o controle negativo, apenas o meio de cultura e indculo foram utilizados.
Apés o intervalo de 48h de incubacao estéatica a 35-37°C, o conteudo dos pocos foi
devidamente descartado e delicadamente lavados com agua destilada estéril para
remocdo de qualquer crescimento planctdnico (células nédo aderidas), e logo em
seguida foram conservados para secagem em temperatura ambiente. ApOs
secagem, foram transferidos 140uL de solucgédo de cristal violeta a 1% (NEWPROV®)
repousando pelo tempo de 40 minutos. Em seguida o corante foi desprezado e
utilizou-se agua destilada para remocdo dos excessos nas paredes dos pocos e
ap6s estarem secos, receberam 140uL de etanol absoluto (RIOQUIMICA®) para
fixacdo. Apds o periodo de 30 minutos em repouso, foi realizada a leitura da placa
em espectrofotdmetro de microplacas (Multiskan GO) a 590nm.

Ruptura do biofilme pré-formado

A capacidade de ruptura do biofilme pré-formado utilizando os produtos testes
foi avaliada seguindo a metodologia descrita por Rajasekharan et al. [35], com
modificacdes, e as analises realizadas em triplicata. Foram incubados, em placas de
microdiluicdo, 10uL de inoculo fangico (ATCC 76485 e LM 4) e 100uL de meio RPMI
1640, estaticamente, durante 48h a 35-37°C para formacgéao do biofilme. Em seguida,
o contetudo dos pocos foi desprezado e foram novamente adicionados 100uL de
meio RPMI 1640, desta vez com diferentes concentracdes das substancias teste
(CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4) sendo novamente incubados durante 48h a 35-
37°C, de forma estatica. Para o controle negativo foram utilizados apenas o meio de
cultura e indculo. Logo apos, foi realizada a coloracéo do biofilme com cristal violeta

a 1% e solubilizacdo em etanol absoluto, seguida de leitura em espectrofotbmetro de
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microplacas (Multiskan GO) a 590nm utilizando-se a mesma metodologia descrita no
item anterior. A porcentagem de ruptura do biofilme pré-formado foi calculada
utilizando a seguinte formula: % de ruptura do biofilme = [(ABSsg0 controle — ABSso0
teste)/ ABSsgo controle] x 100.

Analise estatistica
Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism 8. Foi utilizada a
analise two-way ANOVA com multiplas comparacfes com pos teste de Tukey e

intervalo de confianca de 95%.
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Resultados

Perfil cromatografico e identificacdo dos compostos

A caracterizacdo do OE realizada por GC-MS demonstrou o citronelal
(42.28%) com o componente majoritario, seguido do geraniol (16.78%) e citronelol
(11.5%), conforme tabela 1.

Tabela 1. Caracterizagdo do 6leo essencial de Cymbopogon nardus por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS).

Peak# R. Time Area Area% Name

1 11.325 325607 0.09 Not identified

2 12642 15117106 411 Limonene

3 12743 287633 0.08 Not identified

4 13.004 41406524 11.25 2-Pyrrolidinone, 1-methyl-
5 13.646 1730509 0.47 Not identified

6 14893 212980 0.06 Terpinolene

7 15.364 1731847 0.47 Linalool

8 16.480 96402 0.03 Not identified

9 16.982 5347603 1.45 Neoisopulegol
10 17.311 155568866 4228 Citronelial

11 17.513 450454 012 Not identified
12 17.837 223762 0.06 Not identified

13 18.685 122632 0.03 Not identified

14 19224 319936 0.09 n-Decanal

15 19988 42297898 11.50 Citronellol

16 20.446 1090004 0.30 Neral

17 20.899 61746820 16.78 Geraniol

18 21.475 2805738 0.76 Geranial

19 24210 4844686 1.32 Citronellyl acetate
20 24622 388495 0.11 Eugenol

21 25213 4013313 1.09 Geranyl propanoate
22 25466 4508161 1.23 Elemene<beta>
23 26.331 236988 0.06 Not identified
24 27.398 209456 0.06 Not identified
25 28.111 363957 0.10 Murolene<gamma>
26 28.250 3380216 092 Germacrene D
27 28675 347941 0.09 Amorpha-4, 7 (11) -diene
28 28834 1032592 0.28 Muurolene<alpha>
29 28983 903603 0.25 Gemacrene A
30 29247 1199753 0.33 g-Cadinene

31 29524 4143162 1.13 d-Cadinene

32 29.947 152199 0.04 a-Maalinene

33 30.286 4817409 1.31 Elemol

34 31.057 3169913 0.86 Germacrene D-4-ol
35 32675 326613 0.09 Not identified
36 32950 828952 0.23 Not identified
37 33.066 196126 0.05 Not identified
38 33.193 328783 0.09 Not identified
39 33.309 1254242 034 Not identified
40 33.691 203479 0.06 Viridiflorene

41 38974 192027 0.05 Not identified

367924477 100.02
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Concentracdao inibitoria minima (CIM) e concentracao fungicida minima (CFM)
Os resultados da CIM e CFM dos produtos avaliados frente as cepas de C.

albicans variaram entre 512 e 2 pg/mL conforme tabela 2. A CIM do OE, citronelal,

miconazol e clorexidina capaz de inibir o crescimento de 100% das cepas foram,

respectivamente, 256 pug/mL, 256 pug/mL, 128 pg/mL e 8 pg/mL.

Tabela 2. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM) do ¢leo

essencial de Cymbopogon nardus, citronelal, miconazol e clorexidina sobre cepas de Candida

albicans
Cepas de Candida C. nardus Citronelal Miconazol Clorexidina
albicans CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
ATCC 76485 256 512 128 256 2 2 2 2
LM 2B 64 64 64 128 2 2 4 4
LM 4 64 64 128 256 16 16 4 4
LM 9B 128 64 64 128 2 8 4 4
LM 9P 128 128 128 128 2 4 2 2
LM 12B 128 128 128 256 2 2 4 4
LM 12P 64 64 32 32 2 2 2 2
LM 13B 64 64 128 512 64 256 4 4
LM 19B 64 64 64 128 32 32 4 4
LM 19P 128 256 64 128 32 32 4 4
LM 62 128 256 64 256 128 512 8 8
LM 108 128 128 256 256 16 16 4 4
LM 122 128 512 256 256 4 4 2 2

Valores expressos em pg/mL

Acéo do oOleo essencial de C. nardus e citronelal sobre a parede e a membrana
celular fungica

O OE e citronelal foram avaliados diante das cepas de C. albicans ATCC
76485 e LM 4 com e sem a presenca de sorbitol 0,8M e ergosterol 400ug/mL. Os

resultados demonstraram que as CIM dos produtos permaneceram as mesmas na
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presenca do sorbitol, entretanto, aumentaram em 64 vezes na presenca do

ergosterol sugerindo sua atividade na membrana celular fungica, conforme tabela 3.

Tabela 3. Efeito do 6leo essencial de C. nardus e citronelal sobre as cepas de C. albicans (ATCC-

76485 e LM-04) na auséncia e presenca de sorbitol 0, 8M e ergosterol 400ug / mL.

C. nardus Citronelal
CIM (ug/mL) CIM (ug/mL)
Cepas Ausénciade Presencade Ausénciade Presencade
sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol
C. albicans ATCC 76485 256 256 128 128
C. albicans LM - 04 64 64 128 128
Ausénciade Presencade Ausénciade Presencade
ergosterol ergosterol ergosterol ergosterol
C. albicans ATCC 76485 256 16384 128 8192
C. albicans LM - 04 64 4096 128 8192

CIM: Concentracao inibitéria minima

Checkerboard

Os resultados do ICIF das associa¢cdes do OE C. nardus e citronelal com o
miconazol e clorexidina frente as cepas de ATCC 76485 e LM 4 (tabela 4)
demonstraram que mais da metade das associacdes (05) foram interpretadas como
aditividade/indiferentes o que demonstra a auséncia de interacdo entre os produtos
e as demais (03) apresentaram antagonismo, evidenciando que os efeitos de um ou
de ambos os produtos sdo menores em associacdo do que quando aplicados

individualmente.

Tabela 4. Associagdo do oleo essencial de Cymbopogon nardus e citronelal com miconazol e

clorexidina para determinacdo do indice de concentracdo inibitéria fracionada (ICIF) — método

checkerboard.
Cepas de C. nardus - C. nardus - Citronelal - Citronelal -
Candida Miconazol Clorexidina Miconazol Clorexidina
albicans
ICIF
ATCC 76485 2,06 1,06 8,06 1,06
LM 4 0,56 4,06 8,06 2,06

sinergismo (<0.5), aditividade/indiferenca (>0,5 a <4) ou antagonismo (>4,0)
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Inibicdo da formacao do biofilme e ruptura do biofilme pré formado

Os ensaios de inibicdo da formacdo do biofilme e ruptura do biofilme pré
formado indicaram que os produtos avaliados, assim como o miconazol e a
clorexidina, apresentaram atividade antibiofilme frente as cepas ATCC 76485 e LM
4.

Na inibicdo da formacdo do biofiime, os resultados para ATCC 76485
demonstraram que o citronelal, OE e clorexidina, quando comparadas entre si, hao
obtiveram diferenca estatisticamente significante na inibicdo da formagé&o do biofilme
(p>0,05). Entretanto, quando comparadas ao miconazol apresentaram resultados
significantes (Grafico 1). Para a cepa LM 4, o citronelal e OE, em todas as
concentracbes avaliadas, nao apresentaram diferencas estatisticamente
significantes entre si na inibicdo da formagdo do biofiime, bem como quando
comparadas ao miconazol e clorexidina (p>0,05). A clorexidina, por sua vez,

apresentou resultados significantes quando comparada ao miconazol (Grafico 2).

Gréfico 1. Inibicdo da formacdo do biofilme frente a Candida albicans ATCC 76485 em diferentes

concentractes
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**p<0,01 (Clorexidina vs Miconazol); * p<0,05 (C.nardus vs Miconazol e Citronelal vs Miconazol).
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Grafico 2. Inibicdo da formacdo do biofiime frente a Candida albicans LM 4 em diferentes

concentracoes.
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**p<0,01 (Clorexidina vs Miconazol).

Para o ensaio da ruptura do biofilme pré-formado frente a cepa ATCC 76485
(Gréfico 3) o OE, citronelal e clorexidina foram superiores ao miconazol (p<0,0001)
na CIM/4, CIM/2 e CIM. Na CIM/4 a clorexidina ainda apresentou resultados
significantes quando comparada ao citronelal (p<0,001) e OE (p<0,01). A clorexidina
também apresentou melhores resultados em relagdo ao citronelal e OE na CIM/2
(p<0,01) e CIM (p<0,05). Entretanto, na CIMx2 e CIMx4 ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os produtos avaliados. O citronelal e OE, em
todas as concentracdes analisadas, ndo obtiveram diferencas quando comparados
entre si.

Para a cepa LM 4 (Gréfico 4) o OE, citronelal e clorexidina foram superiores
ao miconazol (p<0,0001) na CIM/4 e CIM/2. Ainda na CIM/4, a clorexidina
apresentou resultados significantes em relacdo ao OE e citronelal (p<0,0001). Na
CIM/2, a clorexidina apresentou resultados significantes quando comparada ao
citronelal (p<0,0001) e OE (p<0,001). Na CIM, a clorexidina também foi superior ao
miconazol (p<0,0001), citronelal (p<0,001) e OE (p<0,01). Em relacdo a CIMx2 e
CIMx4 a clorexidina obteve resultados significantes em relacdo ao miconazol
(p<0,05). O citronelal e OE n&do apresentaram diferencas estatisticamente

significantes quando comparados ao miconazol (CIM, CIMx2 e CIMx4) bem como a
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clorexidina (CIMx2 e CIMx4). O citronelal e OE, em todas as concentracdes

analisadas, ndo obtiveram diferencas quando comparados entre si.

Gréafico 3. Porcentagem de formacdo do biofilme frente a Candida albicans ATCC 76485 em

diferentes concetracdes.

ATCC 76485
1004
90- Grupo Controle
g 801 Em Citronelal
= 70- C. nardus
@]
o Bl Miconazol
o 607 -
° Bl Clorexidina
o 501
AT
& 40
£
-9 30'
X . *hAK
o 204 hxng falelc o
10
0 T
GRUPO CONTROLE CIM/4 CIM/2 CIM CIMx2 CIMx4

Concentragdes

CIM/4 — ****p<0,0001 (Clorexidina vs Miconazol; Citronelal vs Miconazol; C. nardus vs Miconazol);
***n<0,001 (Clorexidina vs Citronelal); **p<0,01 (Clorexidina vs C. nardus); CIM/2 - ****p<0,0001
(Clorexidina vs Miconazol; Citronelal vs Miconazol; C. nardus vs Miconazol); **p<0,01 (Clorexidina vs
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Miconazol; C. nardus vs Miconazol); *p<0,05 (Clorexidina vs Citronelal; Clorexidina vs C. nardus).
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Discusséo

A composicdo quimica do OE de C. nardus pode variar de acordo com 0s
seguintes fatores: sua origem, estagio de desenvolvimento, condi¢des climaticas e a
parte da planta utilizada para a obtencdo do 6leo [36]. Véarias pesquisas tem
demonstrado que o terpendide citronelal apresenta-se como componente majoritario
do OE de C. nardus [37-40] corroborando com nosso estudo onde o citronelal esta
presente em 42.28% da composigéo do OE.

O presente estudo demonstrou que o OE e o fitoconstituinte citronelal foram
capazes de eliminar 100% das cepas na concentracdo de 512 pg/mL. Outros
estudos tem demonstrado que essas concentracdes podem variar entre 128 pg/mL a
1024 pg/mL [26,41] e essas diferencas podem ser atribuidas tanto a composicéo
quimica do OE como os diferentes microrganismos utilizados nos estudos. A
clorexidina por sua vez foi o produto que apresentou os melhores resultados de CIM
e CFM, entretanto, quando utilizada de forma crénica pode desencadear efeitos
adversos como alteracbes no paladar, descamacgdo oral, gosto desagradavel e
pigmentacdo dos dentes [42,43]. Dessa forma, se torna interessante a busca por
novos produtos, principalmente os de origem natural, a fim de verificar os possiveis
efeitos adversos, toxicidade e tolerabilidade desses agentes.

O presente estudo sugere que o OE e citronelal apresentam atividade na
membrana celular fingica devido ao aumento consideravel das CIMs na presenca
do ergosterol. O ergosterol é um dos principais componentes da membrana celular
de C. albicans e em estudos anteriores foi observado uma diminuicdo acentuada dos
niveis de ergosterol na presenca do citronelal, também sugerindo atividade sobre a
membrana celular fingica [44, 45]. Em geral, os compostos lipofilicos presentes nos
Oleos essenciais atuam quebrando ou rompendo as membranas ocasionando perda
de vérias enzimas e nutrientes através da membrana celular [46,47].

O meétodo Checkerboard analisa o efeito de combinacdes de agentes
antimicrobianos com mecanismos de acdo distintos no crescimento in vitro de
microrganismos [48]. Essas combinacdes tem por finalidade expandir o espectro
antimicrobiano, evitar o surgimento de microrganismos resistentes, minimizar a
toxicidade e obter a atividade antimicrobiana sinérgica [49]. A associagdo de
antimicrobianos com produtos naturais podem acentuar ou inibir os efeitos dos
primeiros, ou ainda nao interferir na acdo esperada [50]. Os produtos utilizados

nesse estudo, quando associados, apresentaram resultados indiferentes e
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antagbnicos demonstrando que suas associacdes nao seriam benéficas para uso
terapéutico provavelmente por apresentarem mecanismos de acao semelhantes.

Biofiilmes de Candida costumam apresentar resisténcia aos medicamentos
antifingicos disponiveis no mercado [51,52]. Os biofilmes formados por Candida
nao-albicans também demonstram susceptibilidade reduzida a agentes antifingicos
[51,53] e a resisténcia ao biofilme associada a medicamentos é considerada um
fendmeno multifatorial. Um estudo de susceptibilidade demonstrou que de 652
cepas clinicas isoladas de Candida albicans, 41.10% apresentaram resisténcia ao
miconazol e 35,74% a nistatina [54].

Os resultados do presente estudo demonstraram que os produtos avaliados
apresentaram importante atividade antibiofilme na inibicdo e ruptura do biofilme pré
formado. Um estudo realizado por Guiotti et al. 2016 [55] demonstram que solucdes
para desinfeccéo a base de C. nardus foram eficazes na remocao do biofilme de C.
albicans.

Os principais mecanismos responsaveis pela diminuicdo da susceptibilidade
dos biofilmes de Candida aos antifingicos incluem o sequestro dos medicamentos
por uma matriz polimérica extracelular (EPM), aumento do efluxo de medicamentos,
alta densidade celular, presenca de células persistentes e ativacao da via responsiva
ao estresse [56-58].

Os OE exibem excelentes propriedades antimicrobianas, incluindo atividades
anti-Candida e contra biofilmes resistentes a medicamentos [59-61]. Estudos
anteriores demonstram que sdo necessarias concentracdes maiores do que a CIM
para se obter um efeito antibiofilme [62, 63]. Entretanto, neste estudo, biofilmes pré-
formados de C. albicans foram significativamente reduzidos com a utilizagdo do OE
e citronelal nas concentragcdes avaliadas. Ademais, na CIMx2 e CIMx4 o OE e
citronelal foram semelhantes a clorexidina e miconazol na ruptura do biofilme pré
formado apontando esses produtos como promissores para formulagdes

farmacéuticas e estudos clinicos além de apresentarem baixo efeito citotoxico [64].
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Concluséo

O OE e o fitoconstituinte citronelal apresentaram atividade antifungica inibindo
100% das cepas nas concentracdes de 256 pg/mL. Os produtos avaliados sugerem
atividade sobre a membrana celular fungica e quando associados ao miconazol e/ou
clorexidina ndo apresentaram atividade sinérgica. Ademais, apresentaram
importante atividade antibiofilme, tanto na inibicdo quanto na ruptura do biofilme pré
formado, apontando esses produtos como promissores para ensaios clinicos.
Entretanto, ainda sdo necessarios estudos complementares de biodisponibilidade e

toxicidade para desenvolver aplicacdes clinicas para o uso dos produtos avaliados.
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