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Resumo

Introducdo: A candidiase esta relacionada a uma grande variedade de manifestacGes clinicas que se expressam desde
infecgdes na pele e mucosas a infecgéo 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 infec¢des flngicas invasivas é limitada
pois hé apenas trés classes de farmacos convencionais utilizados. Diante deste cendrio, estratégias de uso racional dos
antifingicos e busca de novas alternativas terapéuticas se fazem necessarias. Objetivo: Avaliar a atividade antifungica
in vitro do monoterpeno di-hidrojasmona frente cepas de Candida albicans e Candida parapsilosis fluconazol
resistentes. Metodologia: As concentragdes inibitorias minimas (CIM) e fungicida minima (CFM) foram determinadas
pelo método de microdilui¢do. Posteriormente foi observado se a acdo antifungica de di-hidrojasmona ocorre via
parede celular (ensaio com sorbitol) ou via membrana (ensaio com ergosterol exégeno). 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 exégeno, a CIM da di-hidrojasmona aumentou na presenca do ergosterol
ex0geno sugerindo que o mecanismo de acdo do monoterpeno ocorre a partir de sua ligacdo ao ergosterol presente na
membrana. Ndo houve alteracdo frente ao uso do sorbitol. Conclusdo: Baseado nestes resultados, o presente estudo
demonstra que di-hidrojasmona possui forte atividade antiflngica e sugere que esta atividade esteja relacionada a sua
ligacdo ao ergosterol da membrana fungica. Logo, di-hidrojasmona demostra ser um promissor bioproduto na busca
de alternativas para o tratamento das candidiases.

Palavras-chave: Candidiase; Monoterpeno; Produtos naturais; Antiflingico.
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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 necessary. 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 cutineas y mucosas hasta infecciones sistémicas. Esta Gltima 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 flingicas
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 antifungicos y la bdsqueda de nuevas alternativas terapéuticas. Objetivo:
Evaluar la actividad antifngica in vitro de la monoterpeno dihidrojasmona 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 antifungica de la dihidrojasmona se produce a través de la pared celular (ensayo de sorbitol) o mediante la
membrana (ensayo de ergosterol exdgeno). Resultados: La dihidrojasmona tuvo una CMI entre 128 - 256 ug / mL y
CMF tuvo los mismos valores de CMI, respectivamente. En el ensayo con ergosterol exdgeno, la CMI de
dihidrojasmona aument6 en presencia de ergosterol exdgeno, lo que sugiere que el mecanismo de accién del
monoterpeno se produce a través de su unidn al ergosterol presente en la membrana. No hubo cambios con respecto al
uso de sorbitol. Conclusién: Con base en estos resultados, el presente estudio demuestra que la dihidrojasmona tiene
una fuerte actividad antifingica y sugiere que esta actividad esta relacionada con su unién al ergosterol en la
membrana flngica. Por tanto, la dihidrojasmona resulta ser un bioproducto prometedor en la blisqueda de alternativas
para el tratamiento de la candidiasis.

Palabras clave: Candidiasis; Monoterpeno; Productos naturales; Antifungico.

1. Introducéo

A candidiase esta relacionada a uma grande variedade de manifestagdes clinicas que se expressam desde infeccfes na
pele e mucosas a infecgdo 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 doengas graves, principalmente, em pacientes imunossuprimidos, tais
como aqueles com neoplasias, transplantados ou mesmo os que se encontram em unidades de terapia intensiva (UTI), cenario
agravado no Gltimo ano pela pandemia Covid-19 (Farias et al., 2021; Lass-Florl et al., 2021).

A terapéutica de infecges flingicas invasivas € limitada, pois ha apenas trés classes de farmacos convencionais
utilizados. Dentre os antiflingicos utilizados na terapéutica de candidiases invasivas destacam-se os azdlicos, como fluconazol,
derivados poliénicos, como anfotericina B, e do grupo das equinocandinas, a caspofungina (Musiol & Kowalczyk, 2012).

Entretanto, todas possuem inconvenientes, com duracdo extensa do tratamento, toxicidade, além do custo, se tornam
obstaculos na adesdo 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).
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Diante deste cenario, estratégias de uso racional dos antiflingicos e busca de novas alternativas terapéuticas se fazem
necessarias. Os produtos naturais e seus derivados sdo 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 seguranga. Nos Ultimos anos esses produtos e seus derivados tém sido berco para esses estudos,
resultando em novas op¢des promissoras de tratamento, incluindo antifungicos (Scorzoni et al., 2016).

Dentre os derivados destacam-se 0s terpenos, que sao metab6litos secundarios presentes abundantemente na natureza,
e que compreendem substancias de importante fungéo nos processos patologicos (Silva Filho et al., 2017)

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

acdo frente as leveduras.

Figura 1: Estrutura quimica de di-hidrojasmona.

O

Fonte: Reproduzido de NCBI (2021).

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 antifingica, 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 padrdo 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 sdo resistentes ao fluconazol.
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Quadro 1: Perfil de sensibilidade das cepas de C. albicans e C. parapsilosis

Cepas Anfotericina B Fluconazol
CIM (ng/mL)

= | ATCC 76485 0,25 (S) 32 (R)
) LM-616 0,25 (S) 64 (R)

¢ LM-587 0,25 (S) 16 (R)

- ATCC 22019 0,25 (S) 16 (R)
o8 LM-439 0,50 (S) 32 (R)
% LM-5770 0,25 (S) 64 (R)

g LM-55117 0,50 (S) 32 (R)

Legenda: (S): Sensivel; (I): Sensibilidade intermediaria; (R): Resistente.
Fonte: Autores.

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 bicarbonato de sddio, adquiridos via Sigma-aldrich®. Todos foram preparados
conforme orientacfes do fabricante. A di-hidrojasmona, antiflngico 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.

Inéculo

As suspensOes foram preparadas a partir de culturas recém semeadas em ASD e incubadas a 35 °C durante 48 horas.
Apos a incubacdo, foi transferido aproximadamente 5 coldnias (com uma alca estéril) para tubos de ensaio contendo 10 mL de
solugdo 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 concentragdo
final obtida foi de 1,5 x 108 unidades formadoras de col6nias por mililitros (UFC/mL) (CLSI, 2008; Svetaz et al., 2010).

Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima e (CIM) e da Concentracao 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 pogos com fundo em forma de “U” (ALAMAR®), descrita pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2008, com algumas modificacfes. A emulsdo da di-hidrojasmona foi preparada utilizando
DMSO e Tween 80, sendo sua concentragdo 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 os ensaios foram realizados em triplicata. As placas foram entéo incubadas a 35 °C durante
24h. Apos esse tempo, a leitura foi realizada visualmente. A CIM foi definida como a menor concentracdo do composto capaz
média aritmética das CIM’s obtidas nos trés ensaios.

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

Apos leitura da CIM, aliquotas de 10 uL do sobrenadante das cavidades onde foi observada completa inibi¢do do

crescimento fangico (CIM, CIM x2 e CIM x 4) nas placas de microdiluicdo, foram adicionadas em meio agar Sabouraud
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dextrose e incubadas a 35 £ 2 °C durante 24 horas. A CFM foi considerada como a menor concentragdo 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 et al., 2016; Ncube N. S. et al., 2008)

Acéo sobre parede celular flngica (ensaio com sorbitol)

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

Para a determinagdo da CIM dos produtos, na presenca do sorbitol, utilizou-se do meio RPMI 1640 sem sorbitol ou
previamente adicionado de sorbitol (PM = 182,17g/mol) (VETEC Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ), ambos duplamente
concentrados. Por Gltimo, 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)

Acao sobre o ergosterol presente na membrana celular fangica

Outro alvo de acdo 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 exdgeno. Neste caso, 0 meio
RPMI 1640 ¢ acrescido do ergosterol exdgeno numa concentragdo de 400 pg/mL, e ao realizar a leitura, os valores da CIM sdo
comparados na sua presenca e na auséncia do mesmo. Assim, o ensaio revela a qual propriedade o produto tem afinidade pelo
ergosterol que compde a membrana celular fungica ou ndo. Para o controle positivo, foi realizado 0 mesmo ensaio com a

anfotericina B, uma vez que essa possui 0 ergosterol da membrana celular como alvo farmacoldgico (Escalante et al., 2008)

3. Resultados e Discusséo

Infeccbes flngicas invasivas ou persistentes tem sido particularmente um problema no ambiente hospitalar,
particularmente em pacientes imunocomprometidos. Principalmente devido pequeno arsenal terapéutico antifungico, além do
alto custo total do tratamento, efeitos adversos dos fArmacos e aparecimento de cepas resistentes. Isso impulsiona a busca de
alternativas a este cenério (Heard et al., 2021)

Os valores da CIM e CFM de di-hidrojasmona estdo demonstrados na Tabela 1. O terpeno apresentou uma CIM de
128 - 256 pg/mL, dependendo da cepa ensaiada, demonstrando, segundo critérios de (Sartoratto et al., 2004) forte atividade
antifingica. 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 CIM CEM ﬂ Natureza de CIM “MO et

™M Atividade

=R ATCC 76485 256 256 1 Fungicida 0,25 + -
% g LM-587 128 128 2 Fungicida 0,25 + -
OCwsw g LM-616 256 256 2 Fungicida 0,25 + -
o 2 ATCC 22019 128 128 1 Fungicida 0,25 + -
g z LM-439 256 512 1 Fungicida 0,50 + -
S g » LM-55117 256 256 1 Fungicida 0,25 + -
©ad | M-5770 256 256 2 Fungicida 0,50 + -

Legenda: *anfotericina B; **microrganismo; ***esterilidade; (+) crescimento positivo; (-) auséncia de crescimento.
Fonte: Autores.
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No estudo realizado por Pinto, (2019) o di-hidrojasmona apresentou CIM entre 256 ¢ 512 pg/mL frente cepas de
dermatofitos testadas, corroborando com os nossos achados e afirmando seu potencial antifingico.

Assim como a di-hidrojasmona, o timol é um monoterpeno, que se diferencia do DHJ por possuir uma hidroxila em
sua estrutura, peso molecular menor (150,22 g/mol) 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 razdo 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 exégeno, e os resultados

estdo 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
pg/mL) frente Candida spp.

CIM (pg/mL)

Microrganismos

C. parapsilosis
ATCC 22019
C. parapsilosis
ATCC 22019
C. parapsilosis
ATCC 22019

Lo
(<]
<
[<e]
~
Q
O
=
<

C. albicans
ATCC 76485
C. albicans
ATCC 76485
C. albicans

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 .

Legenda: DHJ: di-hidrojasmona. Fonte: Autores.

Observa-se que a CIM da di-hidrojasmona frente as cepas ensaiadas, aumentou na presenga 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) , ndo foi observada alteracdo 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.

O estudo de Oliveira e Santos, (2021) demonstrou que a ac¢do antiflngica atribuida ao dleo essencial de Cymbopogon
citratus se da pela presenca de seu composto majoritario, o terpeno citral. Silva et al., (2017) avaliou a atividade do dleo frente
C. albicans e C.tropicalis, determinando sua CIM, CFM e acdo na presenca do sorbitol. Foi observada forte atividade
antifingica, com CIM entre 125 pg/mL e 250 pg/mL, bem como atividade fungicida, e que a presenca do protetor osmotico

ndo interferiu na acdo.

4. Concluséo

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 acdo 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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