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Resumo: Fungos do género Candida fazem parte da microbiota natural do ser humano, mas podem
produzir infecgBes quando ha alteragfes no sistema imunoldgico do hospedeiro. Ultimamente tem sido
observado 0 aumento da resisténcia desses micro-organismos aos medicamentos. Em vista disso, pesquisas
na busca por novos agentes terapéuticos, inclusive produtos naturais de origem vegetal, sdo realizadas
visando a obtencdo de compostos bioativos. O presente trabalho objetivou avaliar a agdo do acido cafeico
isolado e associado com o fluconazol sobre cepas padrdes de Candida albicans, Candida tropicalis e
Candida krusei. Foram realizados testes por microdiluicdo para verificacdo do efeito intrinseco e
combinado. Os dados obtidos na leitura espectrofotométrica compuseram a curva de viabilidade celular e
a ICso das células foi calculada. Por subcultivo em meio sélido, foi determinada a Concentragdo Fungicida
Minima. O &cido cafeico apresentou efeito fungistatico nas maiores concentragdes testadas, a partir de
4.096 pug/mL. A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do éacido cafeico foi de 8.192 pg/mL para todas
as cepas, e a do fluconazol foi de 2.048 pg/mL para C. albicans, 512 pg/mL para C. tropicalis e 8.192 para
C. krusei. A modulacdo mostrou que o produto isolado como também associado ao fluconazol obteve
efeitos semelhantes em que ambos reduziram as leveduras em concentracGes elevadas. Em associa¢do com
o fluconazol, o &cido cafeico apresentou antagonismo frente a todas as linhagens, interferindo
negativamente no efeito da droga. Diante dos fatos, destaca-se efeito in vitro clinicamente irrelevante na
atividade intrinseca para uso sisttmico e desaconselha-se sua associagdo ao fluconazol em terapias
combinadas.
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ANTIFUNGAL EFFECT OF CAFEIC ACID ISOLATED
AND COMBINED AGAINST YEAST OF GENUS Candida spp.

Abstract: Fungi of the genus Candida are part of the human's natural microbiota but can produce
infections when there are changes in the host's immune system. Lately it has been observed
increased resistance to these microorganisms to medications. Therefore, research in the search for
new therapeutic agents, including natural products of vegetal origin, are carried out in order to
obtain bioactive compounds. The present work aimed to evaluate the action of caffeic acid isolated
and associated with fluconazole on standard strains of Candida albicans, Candida tropicalis and
Candida krusei. Tests were carried out by microdilution to check intrinsic and combined effect.
The data obtained in the spectrophotometric reading comprised the cell viability curve and the
ICso of the cells was calculated. For subculture in solid medium was determined Minimum
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fungicidal concentration. The caffeic acid showed fungistatic effect at the highest concentrations
tested, from 4,096 pug/mL. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of caffeic acid was
8,192 pg/mL for all strains, and fluconazole was 2,048 ug/mL for C. albicans, 512 ug/mL for C.
tropicalis and 8,192 for C. krusei. The modulation showed that the isolated product as well as
fluconazole associated had similar effects in that both reduced the yeasts in high concentrations.
In association with fluconazole, caffeic acid presented antagonism to all strains, negatively
interfering with the effect of the drug. In front of facts, highlight the effect in vitro clinically
irrelevant in the intrinsic activity for systemic use and t does not recommend its association to
fluconazole in combination therapies.

Keywords: Phenolic compoun. Fungistatic effect. Opportunistic fungi. Microbial resistance.

Introducéo

Nas ultimas décadas, as infec¢des fungicas aumentaram consideravelmente e passaram
a ter relevante atencdo por se tornarem constantes, aumentando as taxas de morbidade e
mortalidade (NUNES et al., 2011). Apesar de serem comensais e encontrados na microbiota de
individuos saudaveis, as leveduras do género Candida, tém se mostrado cada vez mais
patogénicas, com capacidade para causarem infeccdes sistémicas superficiais e graves (ALVES
et al., 2014), isto devido a fatores como baixa imunidade e a diminuicdo da competitividade na
biota de organismos humanos (SHANKAR et al., 2015).

No contexto atual, as infecgdes por Candida tém se sobressaido em relacdo a outras
patologias, devido principalmente, ao aumento de pessoas imunocomprometidas (KADOSH,;
LOPEZ-RIBOT, 2013). O aumento da resisténcia a antifungicos lanca o desafio para o
desenvolvimento de estratégias e identificacdo de novas substancias que possuam atividade
antibidtica evitando a disseminacdo de fungos ou modulando o efeito de produtos usados no
combate a candidiase (MENEZES; MENDES; CUNHA, 2009; BRITO et al., 2015). Assim, 0
aperfeicoamento e desenvolvimento de novas terapias antifungicas se faz necessario, visto que as
infeccbes causadas por fungos do género Candida sdo relevantes na causa de morbidade e
mortalidade em pacientes imunocomprometidos (ARENDRUP; PATTERSON, 2017).

Compostos terapéuticos provenientes de extratos ou 6leos essenciais de plantas sdo o
foco de pesquisas com objetivos de reformulacdo de novos medicamentos j& que estes agentes
tém acdo inibitoria contra crescimento fungico (KOROSEC et al., 2014). Dentre muitos
compostos bioativos estudados, estdo os compostos fenolicos como o acido cafeico, derivado dos
acidos cinamicos, abundantes no reino vegetal (NARDINI et al.,1998) e representa uma grande
parte dos polifendis encontrados nos alimentos naturais (GARAMBONE; ROSA, 2007). Muitos
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estudos tém sido realizados a fim de aperfeicoar os métodos de preparagdo dos derivados do &cido
cafeico, em virtude do seu amplo aspecto farmacoldgico e bioldgico, entre eles, atividades
antifangicas (BREGER et al., 2007). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito

antifangico intrinseco e combinado do acido cafeico sobre leveduras do género Candida.

Material e Métodos
Substancias, Reagentes e Linhagens Utilizadas

O acido cafeico (Sigma-Aldrich) foi pesado, diluido em dimetilsulféxido (DMSO) e
posteriormente em agua. O antifungico de referéncia fluconazol foi diluido em agua.

Os micro-organismos utilizados foram linhagens do tipo padrdo (CA INCQS 40006, CK
INCQS 40095 e CT INCQS 40042) do género Candida. Estas linhagens, obtidas da Colecdo de
Culturas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundagdo
Osvaldo Cruz, fazem parte do acervo microbiol6gico do Laboratério de Micologia Aplicada do
Cariri (LMAC) da Universidade Regional do Cariri, onde sdo conservadas em meio de cultura
s6lido (Agar Sabouraud Dextrose - ASD — KASVI) a uma temperatura de 8 °C. Antes de cada
teste foram feitos subcultivos em placas de Petri contendo 0 mesmo meio para garantir o
crescimento de linhagens jovens e viaveis (MORAIS-BRAGA et al.., 2016). Para os testes que
foram realizados por microdiluicdo, o meio de cultura utilizado foi o Caldo Sabouraud Dextrose
(CSD — KASVI) duplamente concentrado assegurando plenas condi¢des de crescimento dos
micro-organismos usados nos testes. Antes dos testes foi feita uma suspencéo com os indculos,

padronizados conforme a escala 0,5 de MacFarland (1 x 108 UFC/mL).

Determinacéo da Atividade Antifungica Intrinseca

O ensaio foi realizado pelo método de microdilui¢cdo em caldo, em placas de 96 pocos. Em
cada poco foi adicionado 100 puL de CSD duplamente concentrado contendo 10% de suspenséo
fangica. Procedendo a microdiluicdo, 100 uL do acido cafeico (16.384 pg/mL) ou antifingico de
referéncia, na mesma concentragdo, sdo inseridos na primeira cavidade, misturados e depois
distribuidos aos demais pogos, passando por um processo de diluigdo seriada (JAVADPOUR et
al., 1996, com modificagOes). As concentracOes variaram de 8.192 ug/mL a 8 pg/mL. Controles
de diluicdo dos produtos (utilizando salina ao invés de indculo) e de esterilidade do meio foram

realizados. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C e ap0s este periodo procedeu-se a
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leitura em aparelho de espectrofotometria de ELISA (Termoplate®) com comprimento de onda
(luz visivel) de 630 nm. Os dados obtidos foram utilizados para obtencdo da ICso € a curva de
viabilidade celular (MORAIS-BRAGA et al., 2016).

Determinacdo da concentracgdo fungicida minima (CFM)

Para realizacédo do teste, foi colocada em cada cavidade da placa do teste de CIM (exceto
controle de esterilidade) uma pequena haste estéril descartavel, e homogeneizado o meio contido
no poco, em seguida foi transferido uma pequena aliquota da solucéo-teste (meio + indculo +
acido cafeico) para uma placa de Petri contendo meio solido (ASD). Ap6s 24 horas de incubacéo,
as placas foram verificadas quanto ao crescimento ou auséncia de colonias de Candida spp.,
conforme Ernst et al. (1999), com modificagbes. A auséncia de crescimento indica um efeito

fungicida e a diminuicdo deste ira revelar um efeito fungistatico.

Verificagdo do Efeito Modificador da Agéo do Fluconazol

Para constatar se houve ou ndo potencializacdo da a¢do do antiflngico, a substancia foi
avaliada na concentracdo subinibitéria (CFM/16), de acordo com a metodologia utilizada por
Coutinho et al. (2008), com modificacbes na concentracdo e no método de leitura. Os pocos da
placa foram preenchidos com 100 pL da solug¢do de meio + indculo + acido cafeico e em seguida,
100 puL do fluconazol na concentragdo de 16.384 ug/mL foi adicionado ao primeiro pogo da
coluna, e diluido seriadamente em concentracdes que variaram de 8.192 a 8 pg/mL. O ultimo pogo
da coluna foi destinado ao controle de crescimento fungico. Foram realizados controles de
diluicdo do produto (sendo indculo substituido por salina) e de esterilidade do meio. Um controle
com o fluconazol também foi feito para fins comparativos de efeito. Todo o teste foi executado
em triplicata. As placas foram incubadas em estufa a uma temperatura de 37°C por 24 horas. A
leitura foi realizada em aparelho de espectrofotometria de ELISA (Termoplate®) com
comprimento de onda de 630 nm e os resultados foram utilizados para obtenc¢do de uma curva de

viabilidade celular e determinacéao de 1Csp.

Anadlise estatistica
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Os dados da leitura espectofotométrica, foram verificados quanto a sua distribuicdo normal
e, em seguida, analisados por ANOVA de uma via por meio do teste post hoc de Bonferroni. Os
valores de 1Cso foram obtidos por regressdo néo linear para a finalidade da interpolacéo de valores
a partir de curvas padrdo (usando o software Graphpad Prism, v.5.0).

Resultados

De acordo com os dados obtidos, observa-se que o acido cafeico isolado e associado ao
fluconazol apresentou resultados clinicamente ndo relevantes (HOUGHTON et al., 2007). Os
valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do AC foram de 8.192 pg/mL para todas as
cepas, ndo apresentando efeito fungicida. A CIM do fluconazol foi de 2.048 pg/mL para C.
albicans, 512 pg/mL para C. tropicalis e 8.192 pg/mL para C. krusei. Observa-se na curva de
viabilidade celular que o fluconazol (FCZ) reduziu o crescimento de todas as linhagens. Para o
acido cafeico o crescimento foi reduzido apenas em altas concentragdes, a partir de 4096 pg/mL
evidenciando efeito fungistatico, conforme mostra a figura 1.

A modulacdo do acido cafeico frente as linhagens de Candida spp. mostrou que o AC
isolado como também associado ao fluconazol obtiveram efeitos semelhantes em que ambos
reduziram as leveduras em concentragdes elevadas. A CIM do fluconazol elevou-se na presenca
do AC, demonstrando efeito antag6nico quando combinado. Os graficos (Figura 1) mostram que
houve interferéncia do acido cafeico sobre a acdo do farmaco e como consequéncia a ndo inibicao

do desenvolvimento dos fungos.
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Figura 1. Curva de viabilidade celular da acdo intrinseca de AC (acido cafeico) e do Fluconazol (FCZ), e a sua
associacdo sobre as cepas de Candida albicans (CA), Candida tropicalis (CT) e Candida krusei (CK). INCQS:
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde.

A tabela 1 contém os resultados da ICso, sendo possivel observar que os valores de ICso
do fluconazol (variando de 14,83 a 234,10 pug/mL para as cepas do teste) aumentaram quando
associado ao acido cafeico (2243,68 a 2348,66 pug/mL) mostrando com mais clareza efeito de
antagonismo.
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Tabela 1- Resultados da ICs do acido cafeico (ug/mL) isolado e associado ao fluconazol frente a leveduras do género
Candida.

Linhagens FCz Acido Cafeico Acido Cafeico + FCZ
CA 40006 16,28 2606,56 2243,68
CT 40042 234,10 3402,65 2348,66
CK 40095 14,83 2848,57 3344,56

CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei; FCZ: fluconazole.

Discussao

O aumento na incidéncia de isolados de Candida resistentes aos antifingicos, como 0s
derivados azdlicos, pode ter como consequéncia um acréscimo na taxa de mortalidade de
pacientes com candidiase, relacionado também a dificuldade no tratamento (MISHRA et al.,
2007). Neste trabalho, as cepas de Candida spp. apresentaram resisténcia ao fluconazol. Vieira e
Nascimento (2016) afirmam que esta resisténcia se da devido incapacidade do antifungico agir no
seu alvo, gerando uma resisténcia intrinseca, como no caso de C. krusei. De acordo com CLSI
(2008), linhagens com CIM > 64 mg/mL para o fluconazol, sdo consideradas resistentes a este
antifungico. Segundo esta padronizacdo, as cepas analisadas de Candida albicans, Candida
tropicalis e Candida krusei foram todas resistentes ao fluconazol.

Nas condicGes experimentais utilizadas, o acido cafeico ndo alterou a viabilidade celular
dos fungos, inibindo fracamente as cepas de Candida spp. Portanto, o acido cafeico isolado como
também associado ao fluconazol ndo apresenta efeito fungicida nas concentragdes testadas.

Sanglard e Odds (2002) salientam que resisténcia a quase todos o0s principais agentes
antifangicos tém sido observado em isolados clinicos de Candida spp. Devido a alta necessidade
da insercdo de novos antifingicos potentes, uma variedade de substancias naturais esta sendo
estudadas quanto a atividade antifingica (BARROS et al., 2013; DANIELLI et al., 2013).

O écido cafeico ndo apresentou acdo clinicamente relevante contra as leveduras de
Candida spp. em estudo. Desta maneira, a discussao destes resultados se torna dificil, uma vez
gue poucos trabalhos da atividade antagbnica in vitro deste composto sobre cepas de Candida sdo
relatados. Na atividade demonstrada pelo &cido cafeico sobre as leveduras observou-se que todas
as cepas de Candida ndo apresentaram sensibilidade.

Trabalhos como o de De Vita et al. (2014), mostra que o acido cafeico obteve resultados
frente a cepas de C. albicans, em concentracbes bem mais baixas apresentando atividade

fungicida. Sardi e colaboradores (2016), evidenciam a acdo do acido cafeico associado ao
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fluconazol apresentando sinergismo contra Candida spp. No trabalho de Melo (2015), mostra que
0 composto ndo possui efeito direto frente cepas de C. albicans. Ja Day et al. (2015), ressalta que
0 acido cafeico em concentracdes que variam de 0,5 a 8,0 mg/ml, reduziu a CIM do fluconazol
de 128,0 a 8,0 mg/ml contra C. albicans.

Estes resultados divergentes com o estudo aqui apresentado, deve-se a algumas
diferengas na metodologia, especialmente no que se refere a leitura dos dados, uma vez que a
mesma geralmente € feita por turbidez visual e aqui é procedida por método mais sensivel como
a espectrofotometria. Observa-se também que 0s micro-organismos podem apresentar diferencas

fenotipicas o que pode interferir nos resultados (HIRAKAWA et al., 2015).

Concluséao

O resultado do efeito do &acido cafeico sozinho frente as cepas testadas ndo foi
considerado clinicamente relevante, tendo em vista que a viabilidade celular foi reduzida apenas
em altas concentracdes. Seu efeito foi fungistatico e os resultados da associa¢do com o fluconazol

mostraram um antagonismo, onde o &cido cafeico interferiu negativamente no efeito da droga.
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