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Resumo:

Espécies de Candida sdo frequentemente responsaveis pelo aparecimento de infecgdes flngicas nosocomiais e comunitarias.
A candidiase é considerada a mais usual entre as infecgdes flngicas e geramente € de dificil tratamento, fato este
intrinsecamente relacionado aos fatores de viruléncia das espécies de Candida e a resisténcia a antifingicos convencionais.
Assim, a investigacdo de moléculas que representem uma alternativa ao uso dos antifungicos tradicionais € de grande
relevancia. Neste sentido, este estudo objetivou avaliar o efeito antifiingico do aromatizante -hexal actona frente a espécies de
Candida. O aromatizante, -hexalactona, foi adquirido comercidmente da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), diluido no
meio de cultura RPMI e testado na faixa de concentrages de 0,05 - 500 g/mL. O indculo leveduriforme da cepa-referéncia de
Candida albicans ATCC 18804 e demais Candida ndo-abicans (C. krusei, C. glabrata e C. tropicalis), foi preparado e a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo, de acordo com as diretrizes e
normas da CLSI. As microplacas foram incubadas a 35 °C e a leitura, apds 2 dias (48 h) de incubagdo, foi redizada
visualmente, considerando-se para determinacdo da CIM, 100% de inibi¢do do crescimento flingico, sempre em comparacéo
com o crescimento do controle positivo. Assim, considerou-se como CIM a menor concentragdo do composto capaz de inibir
totalmente o crescimento das espécies fungicas utilizadas no ensaio. O teste foi realizado em triplicata e o resultado dos
valores de CIM expresso em g/mL. O aromatizante, -hexalactona ndo demonstrou atividade antifingica in vitro contra as
espécies fungicas utilizadas neste ensaio, nas concentragdes avaliadas (0,05 - 500 g/mL). Testes adicionais devem ser
realizados para avaliagdo do potencial antifingico frente a outros géneros.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO
AROMATIZANTE y-HEXALACTONA

1. INTRODUCAO

Espécies de Candida sédo frequentemente responsaveis pelo aparecimento de
infeccoes micoticas nosocomiais e comunitarias. A candidiase é considerada a mais
usual entre as infecgdes fungicas e geralmente é de dificil tratamento, fato este
intrinsecamente relacionado aos fatores de viruléncia das espécies de Candida e a
resisténcia a antifungicos convencionais (Da Silva et al., 2014). Assim, a investigacao
de moléculas que representem uma alternativa ao uso dos antifingicos tradicionais, é
de grande relevancia.

Moléculas quimicas com anel lacténico vem sendo investigadas quanto ao seu
potencial antifungico (Sabitha et al., 2014). Entre as moléculas pertencentes a esta
classe quimica, destaca-se o y-hexalactona (Figura 1), amplamente utilizado como
aromatizante de bebidas alcodlicas, chas, paes, laticinios, cafés, produtos
amanteigados entre outros, porém carente de estudos cientificos que mensurem os
seus potenciais efeitos bioldgicos.

Neste sentido, este estudo se propbGs a avaliar o efeito antifungico do
aromatizante y-hexalactona sobre espécies de Candida.
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Figura 1 — Estrutura quimica do y-Hexalactona.
Fonte: disponivel em <http:/www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/structure0/165/mfcd00005401.eps/ _jcr _content/renditions/mfcd00005401-medium.png>,
acesso em 14/09/2017.

2. METODOLOGIA

O aromatizante, y-hexalactona, foi adquirido comercialmente da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA), diluido no meio de cultura RPMI e testado na faixa de
concentracoes de 0,05 - 500 pg/mL.

O in6culo leveduriforme da cepa-referéncia de Candida albicans ATCC 18804
e demais Candida nao-albicans (C. krusei, C. glabrata e C. tropicalis), foi preparado
conforme o protocolo da CLSI (Wayne, 2008). As leveduras foram subcultivadas em
agar sabouraud dextrose — ASD (Pronadisa, Madrid, Espanha), com incubagéo por 24
horas, a 35 °C. Cinco coldnias de cada cultura foram adicionadas em um tubo de vidro
estéril com salina 0.85% também estéril, seguindo agitacdo em vortex por 15
segundos. A turbidez da suspensao fungica foi ajustada espectrofotometricamente
(Biospectro SP-220) a 530 nm, comparando-se com a densidade celular da
suspensao padrdao 0.5 MacFarland. A partir dessa suspensao com turbidez
devidamente padronizada, fez-se uma diluicao 1:50 e posteriormente, 1:20 em meio
RPMI 1640 (contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sédio, tamponado a pH 7.0
com MOPS 0.165 mol.L"; Sigma-Aldrich), obtendo-se o inéculo leveduriforme com



concentracdo final de 1.0 x 10 a 5.0 x 108 UFC.mL™" (concentragédo 2 x maior que a
preconizada para o teste de suscetibilidade, ja que ocorre diluicdo 1:2 no momento da
inoculacao na microplaca do referido ensaio).

Posteriormente ao preparo dos inéculos, a Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo, de acordo com as
diretrizes e normas da CLSI (Wayne, 2008). Para o ensaio utilizou-se microplacas de
poliestireno de 96 pogos, com fundo em forma de “U” (ALAMAR®, Diadema, Sao
Paulo, Brasil). Inicialmente, pipetou-se 100 pL do meio de cultura - meio RPMI 1640
(contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sédio, tamponado a pH 7.0 com MOPS
0.165 mol.L'; Sigma-Aldrich) nos pogos da microplaca, da 22 coluna até a 112 e 200
UL nos pogos da 122 coluna. Uma aliquota de 200 puL composto teste foi adicionada
na 12 coluna da microplaca, procedendo-se a microdiluicao seriada, pela transferéncia
de 100 uL da 12 coluna para a 2?%; da 2?2 para a 3% e assim sucessivamente até a 102
coluna, desprezando-se 100 pL. Em decorréncia desse processo, em cada coluna
ocorre uma diluicdo 1:2 com o meio de cultura, de modo que a concentragcao das
solugdes-teste, a cada microdiluigéo, reduz pela metade. Por fim, adicionou-se 100 yL
do indculo, ficando cada poc¢o da microplaca com um volume final de 200 pL. Desse
modo, no ensaio, ha a microdiluicao para determinacao da CIM, da 12 até a 102 coluna,
h& o controle de viabilidade do crescimento fungico (controle positivo, 112 coluna, meio
de cultura e in6culo) e o controle de esterilidade do meio de cultura (controle negativo,
122 coluna, somente meio RPMI 1640).

As microplacas foram incubadas a 35 °C e a leitura, ap6s 2 dias (48 h) de
incubacgéao, foi realizada visualmente, considerando-se para determinacdao da CIM,
100% de inibicao do crescimento fungico, sempre em comparagao com o crescimento
do controle positivo. Assim, considerou-se como CIM a menor concentracdo do
composto capaz de inibir totalmente o crescimento das espécies fungicas utilizadas
no ensaio. O teste foi realizado em triplicata e o resultado dos valores de CIM expresso
em pg/mL.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

O aromatizante, y-hexalactona ndo demonstrou atividade antifungica in vitro
contra as espécies analisadas, Candida albicans e Candida ndo-albicans, na faixa de
concentragdes avaliada (0,05 - 500 ug/mL), conforme Tabela 1.

Tabela 1: Atividade antifungica in vitro do aromatizante y-hexalactona (valores de CIM
em pg/mL).

Leveduras - Candida spp.
Substéancia Teste CA ATCC 18804 CK 02* CG 09" CT 72A*

y-Hexalactona > 500 > 500 > 500 > 500
*Isolados clinicos multirresistentes; CIM, concentragao inibitéria minima; CA, Candida albicans; CK,
Candida krusei; CG, Candida glabrata; CT, Candida tropicalis

Apesar dos testes in vitro para determinacado da atividade antifungica serem
amplamente utilizados, os mesmos carecem de padronizagdo para a interpretagao
dos resultados. Algumas propostas sao utilizadas como base para esta avaliagdo. Cos
et al. (2006) propdem que uma substéncia isolada seja considerada biologicamente
ativa quando se mostrar efetiva em concentragdes inferiores a 25 ug/mL (Cos et al.,
2006). Entretanto, uma classificacdo mais branda é proposta por Ayres et al. (2008)
em que substancias com bom potencial inibitério demonstram atividade em
concentragdes de até 100 pg/mL, atividade inibitéria moderada de 100 - 500 pg/mL,
atividade fraca de 500 - 1000 pg/mL e inativos maiores que 1000 pg/mL (Ayres et al.,



2008). Os resultados observados em nosso estudo ndo permitem classificar o
aromatizante y-hexalactona com potencial antifingico frente a cepas de Candida spp.
na faixa de concentracbes testadas Kishimoto et al. (2005) avaliaram a atividade
antimicrobiana de lactonas analogas e observaram valores de CIM variando de 40,5
a 500 ug/mL frente a Candida albicans e frente a outros géneros fangicos, algumas
lactonas se mostraram mais promissoras (Kishimoto et al., 2005).

Portanto, testes adicionais devem ser realizados para a definicdo da CIM do y-
hexalactona frente a outros géneros fungicos.

4. CONSIDERAGCOES FINAIS

O aromatizante y-hexalactona ndo demonstrou atividade antifungica in vitro
contra as espécies fungicas utilizadas neste ensaio, nas concentragdes avaliadas
(0,05 - 500 ug/mL). Testes adicionais devem ser realizados para a definicdo da CIM
do y-hexalactona frente a outros géneros.
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