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RESUMO

O género Candida pode ser encontrado em até 50% dos individuos saudaveis ndo
causando danos aparentes, porém, sob condi¢des predisponentes como doencgas sistémicas ou
condices fisioldgicas, pode tornar-se patogénico causando inflamacédo e destruicdo tecidual.
Candida spp. na forma de biofilmes s@o importantes no desenvolvimento de infecgdes, pois
estdo associados a altos niveis de resisténcia a agentes antimicrobianos. Terapias alternativas
com extratos naturais abrem novas perspectivas para prevencao e controle das doencas bucais
na busca de efeitos terapéuticos favordveis. O Terpinen-4-ol é um monoterpeno que atua na
inducdo da perda da membrana e apresenta amplo espectro de atividade antimicrobiana e
atividade anti-inflamatoria. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antiflngico,
sinérgico/aditivo, inibicdo da adesdo em células orais e alteracdo dos fatores de viruléncia do
Terpinen-4-ol sobre Candida albicans e Candida tropicalis. Assim, foi realizada a
identificacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) do Terpinen-4-ol sobre cepas padrdo de C. albicans (ATCC 90028) e C. tropicalis
(ATCC4563), empregando-se 0 método de microdiluicdo em caldo. Biofilmes mono e dual-
espécies foram preparados usando o modelo de placa de microtitulacdo estatica e
quantificados por unidades formadoras de colénias (UFC/mL). O efeito do Terpinen-4-ol na
adesdo de C.albicans e C. tropicalis foi realizado em co-cultura com células orais NOK Si
como também os fatores de viruléncia (proteases, fosfolipases e hemolisina) foram avaliados
in vitro. A CIM para Terpinen-4-ol foi 2,31 mg/ml para ambas espécies e a CFM 0,002 mg/ml
e 0,004 mg/ml respectivamente para Candida albicans e Candida tropicalis. Quando testados
em combinagéo houve efeito aditivo e sinergismo (T-4-ol 1,06 mg/ml e Nis 0,00012 mg/ml)
para Candida albicans. Em biofilme, os resultados apresentaram aditismo para ambas as
espécies. O Terpinen-4-ol demonstrou uma reducdo na adesdo de Candida tropicalis em
células NOK Si, ja a Nistatina teve maior efeito tanto para Candida albicans quanto para
Candida tropicalis. Quanto a atividade enzimatica, Terpinen-4-ol e Nistatina ndao
demonstraram acdo na producdo de proteinase, fosfolipase e hemolisina quando comparados
ao grupo controle (sem tratamento). A combinacdo de Terpinen-4-ol e Nistatina apresentou
efeito antifungico potencializado sobre as duas espécies de Candida avaliadas, mostrando
efeito sinérgico/modulador em culturas plancténicas e biofilmes. Terpinen-4-ol reduz a
adesdo de C. tropicalis e a Nistatina reduz a adesdo de ambas as especies em celulas orais
imortalizadas (NOK Si). As concentrages sub-inibitorias (CIMsy) de Terpinen-4-ol e
Nistatina utilizadas ndo apresentaram atividade na producdo de proteinase, fosfolipase e
hemolisina.

Palavras Chave: Candida albicans. Candida tropicalis. Biofilmes.



Tonon C C Terpinen-4-ol: Study of synergistic / additive effect, adhesion in co-culture and
the modification of virulence factors of Candida spp [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016

ABSTRACT

The genus Candida can be found in up to 50% of healthy individuals without causing
apparent damage, however, under predisposing conditions such as systemic diseases or
physiological conditions, can become pathogenic causing inflammation and tissue destruction.
Candida spp. in the form of biofilms are important in the development of infections because
they are associated with high levels of resistance to antimicrobial agents. Alternative therapies
with natural extracts open new perspectives for prevention and control of oral diseases in
search of favorable therapeutic effects. The Terpinen-4-ol is a monoterpene engaged in
membrane loss of induction and presents broad spectrum of antimicrobial and anti-
inflammatory activity. The aim of this study was to evaluate the antifungal effect, synergistic /
additive inhibition of adhesion on oral cells and modification of virulence factors of Terpinen-
4-ol of Candida albicans and Candida tropicalis. Thus, the identification of Minimum
Inhibitory Concentration was performed (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration
(MFC) of Terpinen-4-ol on standard strains C. albicans (ATCC 90028) and C. tropicalis
(ATCC4563), using the method microdilution broth. Biofilms mono and dual-species were
prepared using the microtiter plate static model and quantitated by colony forming units (CFU
/ mL). The effect of Terpinen-4-ol in the adhesion on C. tropicalis and C. albicans was
carried out in co-culture with oral cells NOK Si as well as virulence factors (proteases,
phospholipases and hemolysin) were evaluated in vitro. The MIC for Terpinen-4-ol was 2.31
mg / ml for both species and CFM 0.002 mg / ml and 0.004 mg / ml respectively for Candida
albicans and Candida tropicalis. When tested in combination there was synergism and
additive effect (T-4-ol 1.06 mg / ml and 0.00012 mg Nis / ml) for Candida albicans. In the
biofilm, the results presented aditismo for both species. The Terpinen-4-ol was a reduction in
adhesion of Candida tropicalis on cells NOK Si, Nystatin already had most effective for
Candida albicans and for Candida tropicalis. For enzymatic activity, Terpinen-4-ol and
Nystatin showed no action on the production of proteinase, phospholipase and hemolysin
when compared to the control group (no treatment). The combination of Terpinen-4-ol and
Nystatin presented antifungal effect potentiated on the two Candida species evaluated,
showing synergistic / modulatory effect on planktonic and biofilm cultures. Terpinen-4-ol
reduces the adhesion of C. tropicalis and Nystatin reduces the adhesion of both species in oral
immortalized cells (NOK Si). The sub-inhibitory concentrations (MIC50) of Terpinen-4-ol
and Nystatin used did not show activity in the production of proteinase, phospholipase and
hemolysin.

Key words: Candida albicans. Candida tropicalis. Biofilm.
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1 INTRODUCAO

Candida albicans e espécies relacionadas s@o patdgenos oportunistas capazes de
causar infeccGes variando desde desordens mucocutaneas ndo comprometedoras ao individuo
até doencas invasivas envolvendo multiplos 6rgdos. A frequéncia dessas infeccbes vem
aumentando mundialmente devido a uma multiplicidade de fatores predisponentes, 0s quais
incluem doencas sistémicas (diabetes e AIDS), condicdes fisioldgicas (gravidez, infancia ou
idade avancada), fatores nutricionais, tratamento com antibiéticos de amplo espectro, drogas
imunossupressoras e corticosterdides, e alguns fatores locais como xerostomia e uso de
aparelhos protéticos (Tekeli et al.>*, 2004; Manfredi et al. %, 2006).

Mais de 200 espécies de Candida ja foram descritas e 10% estdo relacionadas a
doencas nos seres humanos (Eggimann et al. *°, 2003) como C. albicans, C. tropicalis, C.
glabrata, C. pseudotropicalis, C. guillierimondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis e C.
stellatoidea (Akpan, Morgan®, 2002; Farah et al. ?, 2000). Candida albicans, a principal
espécie relacionada a candidiase oral, apresenta fatores de patogenicidade que predispde, com
maior frequéncia, o aparecimento das infeccdes. (Mayer et al. 3, 2013). Devido a essa grande
incidéncia de infeccBes fungicas, observa-se diversas dificuldades ndo apenas no diagnostico,
mas também no tratamento capaz de controlar esse tipo de infeccéo (Girois et al.?, 2006).

Esses microrganismos, quando incorporados a uma matriz de substancias poliméricas
compdem o biofilme que é definido como uma comunidade séssil caracterizada por células
que formam microcoldnias irreversivelmente aderidas a um substrato, a uma interface, ou
ainda uma as outras, embebidas numa complexa matriz extracelular de substancias
poliméricas, realizando trocas metabdlicas e genéticas intra e interespécies (Donlan,
Costerton'’, 2002). Os biofilmes representam o tipo de crescimento microbiano predominante
na natureza e sao cruciais no desenvolvimento de infec¢6es, pois servem de nicho aos agentes
patogénicos e estdo associados a altos niveis de resisténcia a agentes antimicrobianos
(Donlan®, 2001; Kuhn et al. *!, 2002).

Uma vez na cavidade bucal, as espécies de Candida encontram diversos locais de
mucosas onde podem aderir-se, lingua ou superficies dos dentes, proteses fixas e/ou
removiveis e de outros microrganismos que ja colonizam estas superficies, promovendo

ancoragem para hifas e permitindo seu crescimento pelo tecido epitelial (Vitkov et al. *°
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2002). Para iniciar a doenca, estas devem aderir a células epiteliais da mucosa bucal e
subsequentemente, invadir e destruir estas células (Farah et al. °, 2000). A ades&o ao tecido
hospedeiro é o0 primeiro passo no processo patogénico e 0s mecanismos de adesdo por
Candida ssp. aos diferentes tipos celulares ou superficies sdo complexos e se da& pela
combinacdo de receptores e mecanismos nao especificos (forcas eletrostaticas, agregacao e
hidrofobia da superficie celular) (Manfredi et al.*®, 2006). A adesdo envolve interagdes entre
as células fangicas e as superficies do hospedeiro (Cannon, Chaffin®, 2001), sendo promovida
por alguns componentes da parede celular do fungo como manose, receptores C3d,
manoproteinas, sacarinas e adesinas. O grau de hidrofobicidade e a habilidade de se ligar a
fibronectina do hospedeiro também sao relatados como importantes mecanismos utilizados
nos estagios iniciais da infeccdo (Akpan, Morgan®, 2002).

Candida ssp. podem produzir fatores de viruléncia que facilitam sua proliferacéo e
consequentemente, a adesdo no epitélio e invasdo do tecido conjuntivo. Exoenzimas sao
produzidas para melhorar sua capacidade de colonizar e estabelecer infeccdes (Willis et al.*®,
2001; Sardi et al.*°, 2010), tais como aspartil protease secretada e fosfolipases, que degradam
imunoglobulinas e proteinas da matriz extracelular, inibem a fagocitose por neutréfilos e
induzem reac6es inflamatérias (Reynaud et al. *°, 2001; Hube et al. %, 1998). Outro fator de
viruléncia estd relacionado a aquisicdo de ferro, elemento essencial para muitos
microrganismos, e sua absorcdo pode desempenhar um papel especial em infec¢bes
(Ramanan, Wang™®, 2000). A secrecdo de hemolisina, seguida de aquisicdo de ferro, facilita a
invaséo de hifas e o desenvolvimento de candidiase disseminada (Tsang et al.*®, 2007).

Os agentes antifungicos mais utilizados na prevengdo e tratamento contra o género
Candida sdo a anfotericina B, nistatina e fluconazol. A nistatina, usada no tratamento do
candidiase oral, € um antifangico poliénico, com caracteristicas fungicidas e fungistatica
(Cione et al. 13, 2010), atua desestruturando a membrana celular de fungos e leveduras e age

na permeabilidade da membrana celular (Lavra et al. *°

, 2008). Porém, estudos tém
demonstrado a existéncia de C. albicans resistentes e que alguns medicamentos ocasionam
leses nos rins e figado (Chami et al.'?, 2004; Rosato et al.*’,2009). Além disso, deve-se
destacar o fato do desenvolvimento da resisténcia microbiana ser crescente, ocasionado por
mutacgdes, permitindo que os medicamentos existentes atuem apenas em parte da populacéo

microbiana (Mohamadi et al.*®, 2014).
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Assim, o0 uso de extratos vegetais e compostos fitoquimicos vem ganhando forca na
medicina, sendo que uma grande porcentagem das novas moléculas descobertas, com vistas a
sua introducdo na induastria farmacéutica, provém de constituintes de plantas e/ou derivados
semi-sintéticos. Estudos com produtos de origem natural apresentaram resultados
entusiasmantes sobre os patdgenos bucais, no controle da resposta inflamatoria mostrando que
estes agentes fitoterapicos podem ser veiculos de prevencdo e controle de doencas bucais
infecciosas (Abe et al.>, 2003; Alessi et al.®, 1995; Catalan et al.™, 2008; Duarte et al. *?, 2006;
Maggi et al.*®, 2009.)

O Terpinen-4-ol atua na inducédo da perda da membrana, interferindo na integridade e
na fisiologia da célula do microrganismo (Oliveira et al.*?, 2011). O mesmo apresenta amplo
espectro de atividade antimicrobiana e atividade anti-inflamatéria (Sun et al.*®, 2012,
Nogueira et al.*’, 2014). O Terpinen-4-ol é um monoterpeno encontrado em outras plantas
além da Melaleuca alternifolia, tais como Hajeb Layoun arboreta (Tunisia) e Alpinia
zerumbet e estudos indicam que além das propriedades citadas acima, possui efeito anti-
tumoral (Wu et al.*®, 2012). Estudos de Ramage et al.* (2012), mostraram que o Terpinen-4-
ol exibe fortes propriedades antimicrobianas contra culturas plancténicas e biofilmes fangicos
e pode ser adequado para a profilaxia e tratamento de candidose orofaringea estabelecida.

Estudos também mostram que o Terpinen-4-ol tem boa atividade antifingica com
CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) e CFM (Concentracdo Fungicida Minima) e mostram
efeitos relativamente rapidos sobre C. albicans em diferentes tipos de ensaios (Moleyar,
Narasimham®, 1986; Carson, Riley'®, 1995: Griffin et al. *, 1999; Adegoke et al. %, 2000;
Coxet al.’®, 2001; Inouye et al.?’, 2001; Hammer et al. 2°, 2003).

Muitas abordagens tém sido utilizadas para melhorar o efeito de terapia antimicrobiana
de microrganismos resistentes e uma delas é a combinacéo de drogas (Khan et al. *°, 2012). O
conceito de sinergia antimicrobiana é baseado no principio de que, em combinacdo com
outras drogas, a formulacdo pode aumentar a eficacia, reduzir a toxicidade, diminuir os efeitos
colaterais adversos, aumentar a biodisponibilidade, diminuir a dose, e reduzir o
desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana (Li et al. *, 1993; Inui et al. %%, 2007). Um
método utilizado para verificar o sinergismo entre drogas ¢ o “Checkerboard” (Tabuleiro
Xadrez), no qual variadas concentragdes dos produtos selecionados podem ser aplicados sobre
um mesmo isolado (Jonhson et al.?, 2004). Estudos mostraram efeitos sinérgicos quando
agentes antifingicos foram combinados (Guo et al.**, 2008; Li et al.**, 2008; Sun et al.>,

2008; Fiori et al. 2!, 2012). Assim, pode-se avaliar combinacdes de pequenas concentracdes
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das drogas para verificar se ocorre melhor efeito sobre os isolados estudados, resultando em
baixa toxicidade e melhor efic4cia (Silva et al. **, 2011; Ahmad et al. 3, 2013; Wei et al. >/,
2011; Cordeiro et al.**, 2013; Canton et al.®, 2005).

Com base na literatura apresentada, observou-se a necessidade de intensificar estudos
envolvendo a porcéo soltvel Terpinen-4-ol sobre biofilmes de Candida spp. e compreender a
capacidade antimicrobiana deste componente, possibilitando sua aplicacdo clinica na

prevencdo e tratamento das patologias bucais.
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2 PROPOSICAO

Avaliar a acdo antifungica sinérgica e/ou aditiva, inibicdo da adesdo em co-cultura e alteracdo
dos fatores de viruléncia utilizando Terpinen-4-ol sobre Candida albicans e Candida

tropicalis.
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RESUMO:

Objetivo: Avaliar o efeito antiflngico, sinérgico/aditivo, adesdo em células orais e alteragdo dos fatores de
viruléncia do Terpinen-4-ol sobre Candida albicans e Candida tropicalis. Materiais e métodos: Foram
determinadas as Concentragdes Inibitorias Minimas (CIM) e as Concentragdes Fungicidas Minimas (CFM) do
Terpinen-4-ol e Nistatina em Candida albicans e Candida tropicalis e atividade sinérgica/aditiva (método de
“Checkerboard”) em biofilmes mono e multiespécie, além de avaliadas a adesdo sobre células orais NOK Si e
atividade de proteinases, fosfolipases e hemolisina. Resultados: A CIM para Terpinen-4-ol foi 2,31 mg/ml para
ambas espécies e a CFM 0,002 mg/ml e 0,004 mg/ml respectivamente para Candida albicans e Candida
tropicalis. Quando testados em combinacdo houve efeito de aditivo e sinérgico (T-4-ol 1,06 mg/ml e Nis
0,00012 mg/ml) para Candida albicans. Em biofilme, houve aditismo para ambas as espécies. Assim, o
Terpinen-4-ol apresentou efeito para as duas espécies de Candida quando usado isolado, porém em combinagéo,
observou-se melhor efeito antifungico. O Terpinen-4-ol demonstrou uma pequena reducdo na adesdo de Candida
tropicalis em células NOK Si, j4 a Nistina teve maior efeito para as duas espécies. Quanto a atividade
enzimatica, Terpinen-4-ol e Nistatina ndo demonstraram acdo, quando comparados ao grupo sem tratamento.
Conclusdo: O Terpinen-4-ol possui efeito antifingico contra ambas as leveduras estudadas e em combinagédo
com Nistatina o efeito do Terpinen-4-ol é potencializado, além de reduzir, in vitro, a adesdo de Candida
tropicalis. Relevancia clinica: O efeito potencializado na combinacdo de Terpinen-4-ol e Nistatina e a reducéo
da adesdo vdo confirma-lo como agente anti-flngico, visando, além de inibir o crescimento, diminuir a

viruléncia.

PALAVRAS CHAVE: Terpinen-4-ol, Nistatina, Candida albicans, Candida tropicalis, sinergismo, adesao.
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INTRODUCAO

Na cavidade bucal, as espécies de Candida encontram diversos locais de adesdo como as células da
mucosa, lingua ou superficies dos dentes, proteses e de outros microrganismos presentes [1]. Para iniciar a
doenca, estas devem aderir a células epiteliais da mucosa bucal e subsequentemente, invadir e destruir estas
células [2]. Exoenzimas sdo produzidas para melhorar sua capacidade de colonizar e estabelecer infecc¢des [3],
tais como aspartil protease e fosfolipases, que degradam a matriz extracelular, inibem a fagocitose por
neutrdfilos, induzem reacfes inflamatdrias [4] e a hemolisina, seguida de aquisi¢do de ferro, que facilita a
invasdo de hifas e o desenvolvimento de candidiase disseminada [5].

Dentre diversos agentes antiflngicos utilizados na prevencdo e tratamento contra o género Candida, a
Nistatina é o mais usado no tratamento do candidiase oral por possuir caracteristicas fungicidas e fungistatica
[6]. Porém, estudos tém demonstrado a existéncia de Candida albicans resistentes e que alguns medicamentos
podem ocasionar lesGes nos rins e figado [7, 8], o que evidencia a necessidade de desenvolver novas estratégias
terapéuticas incluindo, por exemplo, uma busca de agentes com novos mecanismos de acdo que podem ser
utilizados de forma independente ou em combinagdo com medicamentos convencionais.

Extratos vegetais e compostos fitoquimicos provém de constituintes de plantas e/ou derivados semi-
sintéticos e apresentam resultados entusiasmantes sobre os patégenos bucais e no controle da resposta
inflamatdria, servindo de veiculos de prevencdo e controle de doencas bucais infecciosas [9,10, 11].

O Terpinen-4-ol é um monoterpeno encontrado em plantas como a Melaleuca alternifolia, Hajeb
Layoun arboreta (Tunisia) e Alpinia zerumbet e apresenta amplo espectro de atividade antimicrobiana e

propriedades anti-inflamatérias [12, 13]. In vitro a atividade antifingica foi demonstrada em culturas

planctonicas sobre C. albicans em diferentes tipos de ensaios, como Concentracdo Inibitéria Minima e
Concentracdo Fungicida Minima [14, 15, 16].

A combinacgdo de drogas é uma das abordagens que tém sido utilizadas para melhorar o efeito de terapia
antimicrobiana de microrganismos resistentes [18]. Estudos mostraram efeitos sinérgicos quando agentes
antifungicos foram combinados [ 17, 18, 19]. Dessa forma, a avaliacdo da natureza e intensidade das interacdes
medicamentosas devem ser estudadas, a fim de verificar se combinacBes de pequenas concentragdes das drogas
possuem melhores efeitos sobre os isolados estudados, resultando em baixa toxicidade e melhor eficacia [20,
21].

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antifingico, sinérgico/aditivo, in vitro, entre
Terpinen-4-ol e Nistatina sobre culturas planctonicas e biofilme de Candida albicans e Candida tropicalis, além
da inibicdo da adesdo das leveduras em células epiteliais bucais (NOK), e inibicdo das enzimas hidroliticas

proteinase, fosfolipase e hemolisina.
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MATERIAL E METODOS

Isolados fungicos e condigdes de crescimento

Foram utilizadas neste estudo Candida albicans (ATCC 90028) e Candida tropicalis (ATCC 4563). As
espécies de Candida cresceram a 37° C por 18 h em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma, MO, USA) pH 7.0
tamponado com 0.165 M MOPS (&cido 3-(N-morfolino) propanosulfénico), acrescido com glicose 2 %. As
culturas obtidas tiveram a densidade optica ajustada a 600 nm (OD gq), até atingir a absorbancia de 1,0 para
Candida albicans e 0,75 para Candida tropicalis, correspondendo a 1.0 x 10’ unidades formadoras de colonia
por mL (UFC mlI™).

Preparo da Solugdes

As diluigdes de Terpinen-4-ol (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) foram preparadas nas concentragcdes que
variaram de 9,16 a 1,06 mg/ml em RPMI-1640, pH 7,0 (0,165 M MOPS), com 2 % de glicose (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), de acordo com Francisconi et al.[22], acrescido de dimethyl sulfoxide
(DMSO) (Sigma, MO, USA) na concentra¢do final de 0,4 % a fim de aumentar a solubilidade do 6leo [17].

A solucdo de Nistatina (Sigma, MO, USA) foi preparada (em DMSO) como solucdo estoque na
concentragdo de 64 pg/mL e posteriormente diluida entre 0,125 — 64 pg/mL, segundo norma M27-A2 do CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute).

Minima concentracdo inibitéria (CIM) e Concentragdo fungicida minima (CFM):

A minima concentragdo inibitoria (CIM) foi determinada usando a técnica de microdiluicdo em caldo
(CLSI - M27-A6). Utilizando placas de microtitulagdo de 96 pocos, ambos compostos, tiveram suas
concentragBes multiplicadas por 4 vezes o valor inicial da concentracdo. Em fileiras e colunas, foram
acrescentados Terpinen-4-ol e Nistatina, em dilui¢cGes seriadas. Em cada pogo (exceto no controle negativo)
foram adicionadas as suspensdes flingicas, preparadas em RPMI, tendo como concentracdo final 1,0 x 10°
UFC/mL. A auséncia do Terpinen-4-ol e Nistatina, acrescido do microrganismo foram utilizados como controle
positivo (C+) e auséncia dos microrganismos foram utilizados como controle negativo (C-). Apds 24 h a 37° C
em agitador a 75 rpm (Incubadora, 430, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil), os pocos foram avaliados
visualmente e por absorbancia a ODg4g, Nm em leitor de ELISA (Multiskan, Ascent 354, Labsystems CE, Lés
Ulis, Franca), sendo o resultado avaliado por meio da menor concentracdo de cada droga capaz de inibir o
crescimento completamente, representado zero na analise por espectrofotometria (590 nm) [Apéndice A].

Os orificios que ndo mostraram crescimento visivel, ou seja, DO 600nm < 0,05, 10 pl das amostras
foram retirados, e posteriormente plaqueados em meio de cultura SDA (Saboraude Dextrose Agar, Acumedia,
Lansing, MI, EUA) e mantidas a 37°C por 48 h. A CFM foi definida como a menor concentra¢do capaz de
reduzir o in6culo inicial a > 99.9%.

Biofilme monoespécie e dual-espécie:

Para a formacdo do biofilme tanto mono espécie, quanto dual-espécie, as suspensdes de Candida
albicans e/ou Candida tropicalis foram transferidas para placas de microtitulacdo (96 pocos) e mantidos a 37° C
por 1 h e 30 min, sob agitacdo a 75 rpm. Os pogos foram lavados duas vezes com PBS estéril, RPMI 1640 foi
adicionado e ap6s 48 h, o meio de cultura foi removido e as solugdes testadas (Terpinen-4-ol e Nistatina) foram

adicionadas assim como realizado para o teste com microrganismos plancténicos. Ap6s 24 h a 37° C, o biofilme
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resultante foi lavado com PBS. A massa do biofilme aderido foi raspada cuidadosamente, aspirada e transferida
para tubos falcon. A suspensao foi diluida e plagueada em meio de cultura, sendo que para o biofilme Unica
espécie, utilizou-se SDA (Saboraud Dextrose Agar, Acumedia, Lansing, MI, EUA) e biofilme multiespécies,

Chromagar Candida. As placas foram mantidas a 37° C por 48 h e os resultados quantificados em UFC mlI™.

indice de Concentracdo Fracionada Inibitoria:

Os resultados tanto em testes com microrganismos plancténicos, quanto com biofilmes, foram avaliados
por meio da menor concentracdo de cada droga capaz de inibir o crescimento completamente. Para isso, foi
utilizado o Indice de Concentragéo Inibitéria Fracionado (ICIF), método de “Checkerboard”, o qual corresponde
a soma das Concentracfes Inibitdrias Fracionadas (CIF). Estas equivalem a razdo entre a CIM das substancias A
e B combinadas pela CIM de cada substancia, conforme descrito abaixo [23,24].

CIFA= CIM da droga A com B/CIM de A sozinha
CIFB= CIM da droga B com A/CIM de B sozinha
ICIF=CIFA + CIFB

Nesta avaliagdo, o ICIF foi interpretado como indicativo de sinergismo se < 0,5, aditivo ou indiferente
se > 0,5 e < 1, e antagonismo se > 1[25, 23, 26]. Desta forma, definidas as CIMs do Terpinen-4-ol e da Nistatina
frente as cepas de Candida, estas foram convertidas em concentragdo inibitéria fracionada (CIF). Todos os

experimentos foram conduzidos em triplicata.

Ensaio de adesdo em co-cultura:

Foi utilizada a linhagem celular normal NOK Si (células orais normais imortalizadas). As células foram
mantidas e cultivadas em monocamadas em frascos de cultura de células em meio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's medium- Gibco Laboratories) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, SP,
Brazil) e 2 % de antibidtico ATB (complexo estreptomicina, penicilina, gentamicina) e 2,20 g/l de bicarbonato
de sédio, e mantidas em atmosfera com 5 % de CO, a 37° C. Ap6s confluéncia, o meio foi retirado, as células
lavadas com PBS (Salina tamp&o fosfato) e tripsinizadas. Com essa suspensao celular foram preparadas placas
(24 pocos), contendo 1 x 10° células por poco [27]. Apds a formacdo da monocamada celular nas placas, o
indculo de Candida albicans ou Candida tropicalis (1x103 UFC/mL) juntamente com Terpinen-4-ol ou Nistatina

na concentragdo estabelecida nos testes anteriores (1,06mg/ml de Terpinen-4-ol para ambas as espécies e

0,002 e 0,001mg/ml de Nistatina para Candida albicans e Candida tropicalis respectivamente),
concentragdo esta com atividade fungistatica, foram adicionados aos pogos e as placas incubadas a 36,5° C e 5 %
de CO,, durante 2 h (melhor tempo de adesdo de Candida albicans e Candida tropicalis em células NOK Si,
determinado em curva de adesdo realizada previamente ao ensaio). Ap0s esse tempo, as células foram lavadas
trés vezes com PBS estéril, tripsinizadas e plaqueadas em Agar Sabouraud. Ap6s 48 h, foram contadas as
coldnias que cresceram nas placas, correspondentes ao nimero de leveduras aderidas as células, e os dados
transformados em unidades formadoras de coldnia (UFC/ml). Como controle do ensaio, foi realizado ensaio de
adesdo sem o tratamento, sendo este considerado como 100% de adesdo. Os resultados foram analisados em

porcentagem em gréaficos.

Ensaio de proteinase, fosfolipase e hemolisina
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As espécies de Candida foram testadas para as atividades de fosfolipase, protease e hemolisina de
acordo com Sardi et al. [28], sendo que 0 meio teste para proteinase foi agar a base de albumina de soro bovino e
o meio fosfolipase continha Emulsdo de Ovo. A atividade da hemolisina foi avaliada utilizando placas de agar
sangue. As espécies de Candida foram cultivadas em SDA por 24 h, submetidas ao contato com as solugdes
testadas (Terpinen-4-ol e Nistatina na concentracdo estabelecida nos testes anteriores, concentracdo esta com
atividade fungistatica) pelo tempo previamente determinado no teste de adesdo (2 h), e, apds este tempo, uma
Ginica gota (10 pl) de cada espécie, contendo 108 UFC/mI (0,5 absorbéncia a 600 nm) foi inoculada no meio do
ensaio. As placas foram incubadas a 37° C durante 48 h. O ensaio foi realizado em trés ocasifes separadas para
cada isolado. Como controle negativo, foi utilizado apenas o indculo de cada espécie juntamente com o meio de
cultura (RPMI 1640).

A atividade enzimatica foi determinada pela medi¢&o do halo formado em torno da coldnia de levedura,
e a relacéo entre o didmetro da coldnia e o didmetro total da col6nia mais a zona de precipita¢do (Pz), de acordo
com o método descrito por Price et al [29], De acordo com esse sistema, Pz=1,0 indicam que a cepa teste foi
negativa para proteinase / fosfolipase / hemolisina, enquanto que um valor de Pz 0,63 significa que a espécie
estudada libera grandes quantidades enzimaticas (fortemente positivo). Valores de Pz de entre 0,64 e 0,99

significam pequenas quantidades de enzimas (positivas).

Anélise Estatistica

Os dados obtidos sobre a atividade do Terpinen-4-ol na adesdo das espécies de C. albicans e C.
tropicalis em células NOK Si, foram analisados em relagdo & presenca de outliers e quanto aos pressupostos de
normalidade (teste de Shapiro-Wilks) e homogeneidade das variaveis (teste de Levene). Posteriormente utilizou-
se ANOVA a um critério seguido pelo teste de Tukey HSD para identificar a existéncia de diferencas
significantes entre os tratamentos utilizados (controle, Terpinen-4-ol e Nistatina) para cada cepa estudada e a
variavel dependente analisada foi Unidades formadoras de col6nia (UFC/mI) apds serem transformadas em Log
(UFC/ml). As anélises inferenciais foram executadas com software SPSS (v.17, SPSS Inc, Chicago, IL),

considerando-se estatisticamente significativos os efeitos cujo p-value foi inferior ou igual a 0,05.

RESULTADOS:

Minima concentracao inibitéria (CIM) e Concentrac¢do fungicida minima (CFM):

O Terpinen-4-ol para ambas as espécies, Candida albicans (ATCC 90028) e Candida tropicalis (ATCC
4563), obteve a CIM de 2,31 mg/ml e a CFM de 4,53 mg/ml. A CIM da Nistatina para Candida albicans foi
0,004 mg/ml e para Candida tropicalis foi 0,002mg/ml, enquanto que a CFM encontrada foi de 0,008 e 0,004
mg/ml para Candida albicans e Candida tropicalis respectivamente.

Na Tabela 1, os valores do indice de Concentragéo Inibitoria Fracionada (ICIF) e a atividade apresentada na
associacdo do Terpinen-4-ol e Nistatina testados pelo método de “Checkerboard” sobre culturas plancténicas de
Candida albicans e Candida tropicalis, foram capazes de inibir o crescimento dos microrganismos. Para
Candida albicans foi encontrado aditismo em algumas concentracdes e sinergismo na concentracdo Terpinen-4-
ol 1,06 mg/ml e Nis 0,00012 mg/ml. Para Candida tropicalis pode-se observar aditismo nas concentracdes de
Terpinen-4-ol 1,06 mg/ml e Nistatina 0,001 mg/ml - 0,0003 mg/ml, sendo que, o Terpinen-4-ol foi capaz de

reduzir em até 64 vezes a CIM da Nistatina, em ambas espécies. Isso demonstra que o Terpinen-4-0 e a Nistatina
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possuem efeito antiflingico para as duas espécies avaliadas quando utilizados separadamente e, quando utilizados
em combinacéo o efeito é potencializado.
Biofilme simples e multiespécie:

A CIM em biofilme apresentou respectivamente as concentragbes Terpinen-4-ol 4,53 mg/ml e 2,31
mg/ml para Candida albicans e Candida tropicalis. A partir da concentracdo Nistatina 0,008 mg/ml houve
inibicdo do crescimento de ambas as espécies de Candida.

Em biofilme simples, Candida albicans obteve relacdo de aditismo com a combinacdo dos
medicamentos Terpinen-4-ol 2,31 mg/ml e Nistatina 0,002 — 0,001 mg/ml, onde o Terpinen-4-ol foi capaz de
reduzir em até 8 vezes a CIM da Nistatina. Poréem Candida tropicalis ndo apresentou nenhuma relagdo de
sinergismo/aditismo (Tabela 2).

Em biofilme duplo de C. albicans e C. tropicalis, a CIM para ambas as espécies foi Terpinen-4-ol 9,16
mg/ml e Nistatina 0,008 mg/ml e a combinacdo de ambos os medicamentos resultou num efeito indiferente,
exceto para Candida tropicalis nas concentragcdes 2,42 mg/ml e 0,004 mg/ml respectivamente e Terpinen-4-ol

reduziu 2 vezes a CIM da Nistatina (Tabela 2).

Tabela 1. Atividade sinérgica/moduladora do Terpinen-4-ol e da Nistatina sobre cultura plancténica de C.

albicans e C. tropicalis

T-4-ol + Nis
Suspensdo planctonica ., 1 (ciM)  Nis(CIM)  ICIF  Efeito/Potencial
Nis
Candida albicans 1,06 mg/ml 0,002mg/ml 0,96 Aditismo
1,06 mg/ml 0,001mg/ml 0,71 Aditismo 2x
1,06 mg/ml 0,0005mg/ml 0,58 Aditismo 4x
1,06 mg/ml 0,00025mg/ml 0,52 Aditismo 8x
1,06 mg/ml 0,00012mg/ml 0,49 Sinergismo16x
1,06 mg/ml 0,0006mg/ml 0,61 Aditismo 32x
1,06 mg/ml 0,0003mg/ml 0,53 Aditismo 64x
Candida tropicalis 1,06 mg/ml 0,001mg/ml 0,96 Aditismo 2x
1,06 mg/ml 0,0005mg/ml 0,71 Aditismo 4x
1,06 mg/ml 0,00025mg/ml 0,58 Aditismo 8x
1,06 mg/ml 0,00012mg/ml 0,52 Aditismo 16x
1,06 mg/ml 0,0006mg/ml 0,49 Aditismo 32x

1,06 mg/ml 0,0003mg/m 0,61 Aditismo 64x
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Tabela 2. Atividade sinérgica/moduladora do Terpinen-4-ol e da Nistatina sobre biofilme simples e multiespécie

de C. albicans e C. tropicalis

T-4-ol + Nis
Biofilme Espécie T-4-0l (CIM) Nis (CIM) ICIF Efeito /Potencial
Nis
Biofilme simples C. albicans 2,31 mg/ml 0,002mg/ml 0,76 Aditismo 4x
2,31 mg/ml 0,001mg/ml 0,63 Aditismo 8x
Biofilme duplo C. tropicalis 2,42 mg/ml 0,004 mg/ml 0,76 Aditismo 2x

Na Tabela 2 estdo demonstradas as concentrages que tiveram resultado de sinergismo/aditismo. Assim,
ndo foram mostrados resultados para C. tropicalis em biofilme simples e C. albicans em biofilme duplo, ja que

estas ndo tiveram nenhum tipo de atividade.

Ensaio de adesdo em co-cultura:

Foi determinada a curva de padronizacdo da adesdo de C. albicans e de C. tropicalis, em células NOK
Si (tempo inicial da adesdo da levedura na cultura celular e 0 tempo em que ocorre a maior taxa de adesdo) e em
duas horas, houve maior taxa de adeséo.

Quando a adesdo de C. albicans em células NOK Si foi avaliada apds o contato com Terpinen-4-ol
(0,11%) e Nistatina (0,004 mg/ml), ndo foi observada diferenca estatisticamente significante entre o grupo
testado com Terpinen-4-ol e o grupo controle (sem tratamento). Em relagdo ao grupo testado com Nistatina,
houve redugdo significante na adesdo de C. albicans, como pode-se observar na Figura 1. A Figura 2 mostra
que, na avaliacdo realizada com C. tropicalis, houve uma pequena reducdo da adesdo quando utilizado o
Terpinen-4-ol (0,11%), porém esta reducdo foi maior para a Nistatina (0,002mg/ml), comparado ao grupo

controle (p<0.05).

Candida albicans
7,0 A A
6,0 -
201
3,0 -
5.0 -
20 -
-0 -
' B
0,0 - .
Controle Terpinen 4-01 0,11%  Nistatina 0,004 mg/mL
Tratamentos
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Figura 1. Efeito do Terpinen-4-ol e da Nistina na adeséo de C. albicans em co-cultura com células orais normais

imortalizadas (NOK Si). Diferencas estatisticas estdo representadas por diferentes letras para comparacao entre

tratamentos (ANOVA One-way seguida pelo teste de tukey, p < 0.05

7,0

Candida tropicalis

Controle

Terpinen 4-0l 0,11% Nistatina 0,002 mg/mL

B

Tratamentos

Figura 2. Efeito do Terpinen-4-ol e da Nistina na adesdo de C. tropicalis em co-cultura com células orais

normais imortalizadas (NOK Si). Diferencas estatisticas estdo representadas por diferentes letras para

comparacéo entre tratamentos (ANOVA One-way seguida pelo teste de tukey, p < 0.05)

Ensaio de proteinase, fosfolipase e hemolisina

As espécies de Candida foram testadas para as atividades de fosfolipase e proteinase de acordo com Sardi

et al. (2012). A atividade das enzimas hidroliticas foi detectada medindo o tamanho da zona de precipitacdo ap6s

o0 crescimento em agar para fosfolipase, protease e hemolisina.

Tabela 3. Valores da média das razdes entre as medidas das col6nias e seus respectivos halos (Pz) e atividade

enzimatica (proteinase, fosfolipase e hemolisina) de Candida albicans (C.a) e Candida tropicalis (C.t) ap6s

contato de 2 h com terpinen-4-ol e Nistatina

Controle Terpinen-4-ol Nistatina
Atividade Atividade Atividade
Pz S Pz o Pz S
enzimatica enzimatica enzimatica
Ca. 6,915511 Moderada 0,626366 Moderada 0,583228 Moderada
Proteinase
Ct 0,366024 Elevada 0,378112 Elevada 0,464813 Moderada
Fosfolipase *% ~ 0.676846 Moderada  0,647597 Moderada  0,508426 Moderada
C.t i - i - i -
C.a. 0,491761 Moderada 0,495198 Moderada 0,398225 Elevada
Hemolisina
Ct 0,417553 Moderada 0,41421 Moderada 0,349847 Elevada
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Pode-se observar na Tabela 3 que Terpinen-4-ol e Nistatina ndo possuem acgdo sobre esses fatores de
viruléncia (producéo de proteinase, fosfolipase e hemolisina). Os valores da razdo entre as medidas das colénias
e seus respectivos halos ndo diminuiram quando comparados ao grupo controle onde ndo foi realizado nenhum

tratamento. Para C.tropicalis ndo houve producdo de fosfolipase em nenhum dos grupos estudados.

Discussao:

Baixas concentracBes encontradas para Terpinen-4-ol foram capazes de inibir in vitro o crescimento das
espécies de Candida na forma planctdnica (0,24% ou 2,31 mg/ml para C. albicans e C.tropicalis ) apresentando
assim, efeito fungicida, o qual foi mostrado também por [ 14, 30, 31, 32]. Em biofilme simples, Terpinen-4-ol
4,53 mg/ml e 2,31 mg/ml apresentou atividade antiflingica respectivamente para C. albicans e C. tropicalis. Em
biofilme multiespécie, C. albicans/C. tropicalis, 0 MIC para ambas as espécies foi Terpinen-4-ol 9,16 mg/ml.
Esse resultado em biofilme multiespécie corrobora com os achados de [33] que mostraram resultados
semelhantes aos do presente estudo, sugerindo que biofilmes compostos por mais de uma espécie, o torna mais
resistente.

Evidéncias cientificas mostram que o uso de Nistatina no tratamento de infec¢des flngicas orais [34] é
indicado pois apresentam vantagens como a utilizacdo topica e menor efeito colateral [35]. No entanto, a
resisténcia fungica tem sido relatada [35] e a associacdo entre antifingico sintético e natural apresenta-se como
alternativa na reducdo da dose e dos efeitos secundarios indesejaveis, bem como na prevencdo do
desenvolvimento de resisténcia aos antifingicos [36].

Um dos protocolos mais simples e mais conhecidos para investigar a atividade antimicrobiana de
produtos sintéticos ou agentes naturais, é o teste do tabuleiro de xadrez (checkerboard), o qual fornece um
arranjo bidimensional de diferentes concentragdes de substancias e permite o célculo do IFIC, necessario para
avaliar da combinacdo de sinergismo, aditismo, indiferenca ou antagonismo [23]. A adocdo de esquemas com
uso simultaneo de agentes antimicrobianos, buscando-se maximizar as chances de éxito no processo terapéutico,
é usual. Obtém-se melhoria do espectro de acéo, otimizacdo de tempo de tratamento, de intervalos e de doses e,
até mesmo, reducédo de resisténcia [37]. Assim, os resultados aqui mostrados usando a técnica “checkerboard”
foram eficazes, sendo que o Terpinen-4-ol e a Nistatina quando utilizados em conjunto, tiveram efeito de
aditismo em algumas concentracGes combinadas e de sinergismo nas concentra¢fes Terpinen-4-ol 1,06 mg/ml e
Nis 0,00012 mg/ml no teste para células planctdnicas de C. albicans .

Em biofilme simples, a associacdo Terpinen-4ol/Nistatina, mostraram resultados indiferentes, exceto
para C. albicans, onde a combinacéo Terpinen-4-ol 2,31 mg/ml e Nistatina 0,002 — 0,001 mg/ml apresentaram
efeito aditivo. Em biofilme duplo, a combinagdo de ambos resultou num efeito indiferente, exceto para C.
tropicalis nas concentracBes Terpinen-4-ol e Nistatina 2,42 mg/ml e 0,004 mg/ml respectivamente. 1sso
demonstra que o Terpinen-4-ol possui efeito antifingico para as duas espécies avaliadas quando utilizado
separadamente. Entretanto, quando utilizado em combinago o efeito foi potencializado.

Além disso, como ja descrito anteriormente, a Nistatina pode causar alguns efeitos colaterais em rins e
figado e causar resisténcia microbiana. Assim, nos resultados aqui apresentados pode-se observar que o
Terpinen-4-ol foi capaz de diminuir as CIMs da Nistatina, quando usados em conjunto, reduzindo, em culturas

planctdnicas, em até 64 vezes e em até 8 vezes em biofilmes simples de Candida albicans e 2 vezes em
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biofilmes duplos, inibindo o crescimento de Candida tropicalis. Com isso, esta associacdo (Terpinen-4-ol e
Nistatina) nos parece interessante, uma vez que consegue reduzir a quantidade de Nistatina utilizada nas terapias
antifungicas, diminuindo, assim, seus efeitos indesejaveis.

Efeitos sinérgicos também foram observados entre outros 6leos essenciais e medicamentos. A
combinacdo de Coriandrum sativum e anfotericina B obteve efeitos sinérgicos para C. albicans e aditivos para
C. tropicalis [38]. Monoterpenos (timol e carvacrol) e fluconazol também foram sinérgicos contra 38 isolados de
Candida [20]. Além desses estudos, outras pesquisas ja foram realizadas envolvendo antimicrobianos ja
utilizados no mercado como fluconazol, anfotericina, caspofugina, doxiciclina [21, 39, 40,41, 42].

A elucidacdo dos mecanismos de acdo de agentes com potencial farmacolégico, de origem natural ou
sintética, contribui para o desenvolvimento racional de abordagens terapéuticas, especialmente em termos de
infeccOes causadas por microrganismos resistentes, as quais frequentemente necessitam de combinacdes de
drogas ou o uso de novas drogas quando o agente de primeira escolha ndo é eficaz.

Os monoterpenos, como o Terpinen-4-ol, sdo moléculas hidrofobicas permitindo-lhes se depositar sobre
estruturas lipofilicas de microrganismos, tais como a membrana plasmatica, levando ao aumento da
permeabilidade e consequente perda dos eletrdlitos essenciais para a sobrevivéncia das células [16, 32, 43]. O
TTO (tea tree oil) e seus componentes (incluindo o Terpinen-4-ol) inibem a respiragéo de C. albicans de maneira
dose-dependente [14]. Segundo Carson et al [ 43], o tratamento com 1,0% do 6leo de Melaleuca alternifolia
altera em 95% as membranas mitocondriais de C. albicans, C. glabrata, e Saccharomyces cerevisiae por meio de
acidificacdo induzida pela glicose. A acidificacdo ocorre em grande parte pela expulsdo de prétons ATPase de
membrana do plasma, a qual € alimentada por ATP derivado da mitocondria. A inibigdo desta funcdo sugere que
o plasma e/ou membranas mitocondriais foram afetados negativamente. Estes resultados sdo consistentes com
um mecanismo proposto de acdo antifingica o qual provoca alteracfes ou danos no funcionamento das
membranas de fungos além da inibi¢do na formagdo de tubos germinativos ou da conversdo micelial de C.
albicans [44, 45].

No estudo de Ramage e colaboradores [33] o Terpinen-4ol (CIMs, = 0,25%) foi citotdxico tanto para
fibroblastos quanto para células epiteliais, porém, ao utilizar 0.5 x CIMsg, Terpinen-4-ol ndo demonstrou
toxicidade. No estudo de Nogueira e colaboradores, em 2014 [12], o Terpinen-4-ol foi citotdéxico para
macrdfagos entre 0.238 e 0.119 %. Evidéncias ao longo do tempo sugerem que 0 uso tdpico é seguro e que 0s
eventos adversos sdo menores, auto-limitados, e pouco frequentes. Evidéncias mais concretas, como trabalhos
cientificos publicados sdo escassas, e muita informagdo permanece fora do dominio publico sob a forma de
relatorios patrocinados pelas empresas fabricantes [43]. Assim, a avaliagdo da citotoxicidade do Terpinen-4-ol
em células NOK Si sera realizada nos préximos passos, para que seu uso seja feito em concentracfes seguras.

A adesdo microbiana em materiais biolégicos é um elemento essencial para o passo inicial no processo
infeccioso. Além da presencga de adesinas microbianas e receptores em células hospedeiras, hidrofobicidade da
superficie microbiana tem sido descrita como um fator importante que influencia a adesdo de microrganismos.
Para entender a patogénese da candidiase, in vivo, estudos in vitro tém sido desenvolvidos para caracterizar e
guantificar a adesdo de Candida a superficies celulares [28]. Os dados do presente estudo indicam que 0
Terpinen-4-ol pode afetar a adesdo em C. tropicalis na concentracdo ClIMsy, mas apenas a Nistatina foi eficaz na

inibicdo da adesdo de ambas espécies, principalmente em C. albicans.
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Sudjana et al [46] estudaram o efeito do 6leo de Melaleuca alternifolia na adesdo de isolados de C.
albicans em células de mamiferos (células epiteliais bucais- BEC, HelLa e Ab49), ndo tendo resultados
significantes em células BEC e A549, sugerindo que mudancas da hidrofobicidade da superficie desempenham
apenas um pequeno papel na reducdo de adesdo e que os fatores adicionais, tais como a interacdo com receptores
de ligacdo, como anteriormente mencionado e inibicdo da formacdo de tubos germinativos podem estar
envolvidos. Morey et al em 2016 [47] avaliaram a adesdo de C. tropicalis em células hepaticas (HEp-2) ap6s
exposicao a fracdo condensada rica em taninos (F2) de Stryphnodendron adstringens, obtendo reducgéo na adeséo
(43.13+14.29%). Outro estudo em 2016 mostrou o efeito do Caspofungin em isolados de C. albicans e C.
dubliniensis e células epiteliais bucais, os quais obtiveram aproximadamente 70% de reducdo na adesdo de
ambas espécies [48]. A diminuigcdo estatisticamente significativa na adesdo de C. albicans (ATCC 10231) a
fibroblastos comparado ao controle foi demonstrada em estudo onde o microrganismo foi exposto a CIM de
0Oleos essenciais (Erva-cidreira, Citronela, Geraniume Clove). Entretanto, quando o mesmo ensaio foi realizado
na presenca de metade da CIM, assim como no presente estudo, sua capacidade de adesdo ndo foi afetada
significativamente, o que corrobora com nossos resultados [49]. Segundo Sun et al [19], em biofilmes de C.
albicans a penetracéo de liquidos antimicrobianos é limitada, inclusive pelo Terpinen-4-ol, devido a sua baixa
molhabilidade. Isso poderia explicar o fato do Terpinen-4-ol ndo ter interferido na adesdo de C. albicans em
células orais, uma vez que ndo foi possivel sua penetracéo nas células fingicas com a ClMs,

A producgdo de fatores de viruléncia pelos fungos, como as exoenzimas, melhoram a capacidade de
adesdo, penetracdo e proliferacdo nos tecidos e assim, facilita o estabelecimento das infec¢bes por Candida [3].
Sendo assim, o estudo de mecanismos que reduzam a viruléncia torna-se de extrema importancia para o combate
a candidiase oral. Em nosso estudo, a inibicdo da atividade proteolitica pelo Terpinen-4-ol e Nistatina ndo
mostrou resultados satisfatorios sobre C. albicans e C. tropicalis. A producdo desses fatores de viruléncia estéo
de acordo com relatos de outros pesquisadores [5, 50, 51]. Segundo Hube et al [4], aspartil proteases secretadas
(SAPs) degradam muitas proteinas em locais de lesdo, tais como a albumina, hemoglobina, queratina, e
imunoglobulinas secretoras. Estas atividades proteoliticas de SAPs sdo importantes para a viruléncia de Candida
spp. Portanto, a inibi¢do da producdo de proteinase extracelular enfraquece a colonizacgdo das células de Candida
e pode ser facilmente contornada por células do sistema imunolégico. No estudo de Patel e colaboradores, em
2009 [52], o extrato vegetal utilizado (Dodonaea viscosa var. angustifolia) também néo teve efeito sobre a
producdo de proteinase e fosfolipase. Assim, sugere-se que baixas concentracBes utilizadas neste estudo
alteraram as caracteristicas de superficie, mas ndo penetraram na célula leveduriforme, causando alteragdes na
producdo de enzimas hidroliticas. Além disso, as drogas testadas também ndo foram eficazes em inibir a
producdo de hemolisina na concentracdo usada (CIMsp). Um estudo realizado com Nistatina, fluconazol e
anfotericina B revelou que isolados de C. albicans e C. tropicalis tiveram a atividade de hemolisina reduzida
[53]. No estudo de Khan et al [54], os 6leos testados (Carum copticum e Thymus vulgaris) foram eficazes ao
inibir a producdo de hemolisina utilizando (CIMys), porém, os autores afirmam ndo ter conhecimento de casos de
inibicdo da producdo de hemolisina em C. albicans por 6leos essenciais. Estudos de Costa et al [55] mostraram
que altas concentragoes de az6is causam aumento da atividade SAPs em isolados resistentes. Ensaios realizados
com fluconazol e voriconazol (0; 1; 1/2 e 1/4 MIC) mostrou que isolados resistentes de C. albicans exibiram

altos niveis de SAP.
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Conclusao:

A combinacdo de Terpinen-4-ol e Nistatina apresentou efeito antifingico potencializado sobre as duas
espécies de Candida avaliadas, mostrando efeito sinérgico/modulador em culturas plancténicas e biofilmes.
Terpinen-4-ol reduz a adesdo de C. tropicalis e a Nistatina reduz a adesdo de ambas as espécies em células orais
imortalizadas (NOK Si). As concentra¢fes sub-inibitorias (CIMsy) de Terpinen-4-ol e Nistatina utilizadas ndo

apresentaram atividade na producéo de proteinase, fosfolipase e hemolisina.
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4 CONCLUSAO

O efeito potencializado na combinacgdo de Terpinen-4-ol e Nistatina, juntamente com a
reducdo da adesdo vao confirmar sua eficacia como agentes anti-patogénicos. Uma vantagem
potencial desta abordagem é que o Terpinen-4-ol pode ser um novo agente antimicrobiano
que visa, além de inibir o crescimento, diminuir a resisténcia e a viruléncia, e sua associa¢cdo
com a Nistatina ser mais vantajosa em rela¢do aos antifingicos existentes. Terapias novas que
almejam outros mecanismos como a adesdo e a viruléncia, ao invés de simplesmente o
crescimento celular in vitro é suplemento adicional ao armamento antimicrobiano atual.
Assim, pesquisas in vitro e in vivo devem ser realizadas para investigar outros possiveis
mecanismos de acdo do Terpinen-4-ol, a fim de desenvolver novas formulagdes que sejam

capazes de inibir a adeséo de Candida spp.
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APENDICE A — Material e Método

Isolados fungicos e condigdes da cultura

Foram utilizadas neste estudo cepas de referéncia Candida albicans (ATCC 90028) e
Candida tropicalis (ATCC 4563).

As espécies de Candida foram reativadas em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma,
MO, USA) pH 7,0 tamponado com 0,165 M MOPS (&cido 3-(N-morfolino)
propanosulfénico), acrescido com glicose 2 % e mantidos a 37° C por 18 h. Apos o
crescimento, a suspensao foi centrifugada a 3000 rpm por 5 min e as células lavadas 2 vezes
com tampdo fosfato (PBS) estéril. Em seguida, o material resultante teve sua turbidez ajustada
com o auxilio do espectrofotémetro (Eppendorf AG, 22331 Hamburg, Alemanha), a 600 nm
até atingir absorbancia que foi determinada previamente ao experimento, o que correspondeu

a uma suspensao para solugdo estoque de 1x10” UFC/ml.

Preparo das solugdes de Terpinen-4-ol

Previamente a utilizacdo do 6leo nos experimentos, foi realizada a diluicdo do
Terpinen-4-ol (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) nas concentracdes 0,11% - 0,24% -
0,47% - 0,95% em RPMI 1640 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A fim de aumentar a
solubilidade do oleo, foi adicionado dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma, MO, USA) na
concentragéo final de 0,4% (Hammer 2004).

Preparo das solucGes de Nistatina

A solucdo de Nistatina (Sigma, MO, USA) foi preparada (em DMSQO) como solucgéo
estoque na concentracdo de 64 pg/mL e posteriomente diluida em 10 solugdes intermediarias
que variaram entre 0,03125 — 64 pug/mL (0,125 - 0,25-05-1-2-4-8 - 16 — 32 - 64)
segundo norma M27-A2 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).

Avaliacdo da atividade sinérgica/moduladora pelo Método de Checkerboard (**Tabuleiro
de Xadrez') do Terpinen-4-ol e da Nistatina

O teste de susceptibilidade foi desenvolvido utilizando-se 0 método de microdilui¢do
em caldo segundo as normas estabelecidas pela CLSI (M27-A6) (2002), no qual consiste na
aplicacdo de duas substancias sobre um determinado microrganismo e, consequentemente, na
determinacéo da CIM da associacéo das drogas (Bonapace et al.”, 2000). O meio de cultura
que utilizado foi o RPMI-1640, pH 7,0 (0,165 M MOPS), com 2 % de glicose. Na fileira G,
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de 1 a 3, foi adicionado 200 pl de RPMI, como controle negativo, enquanto que, na fileira H,
de 1 a 3, foi adicionado 100 pl de RPMI juntamente com 100 pl de inéculo na concentracéo
de 10° células/ml, como controle negativo. Na coluna 12, foi acrescentado o Terpinen-4-ol em
diluicdo seriada, de A a E, o mesmo ocorrendo na fileira H, de 1 a 10, com a Nistatina.
Ambos compostos, tiveram suas concentracdes multiplicadas por 4 vezes o valor inicial da
concentracdo. Nas filas de A a E, colunas 1 a 10, foram acrescentados 50 pl do Terpinen-4-ol
e 50 pl da Nistatina, em diluicbes seriadas. Em cada poco (exceto no controle negativo)
foram adicionados 100 pl de suspensdo fungica, preparada em RPMI, tendo como
concentracdo final 1,0 x 10° UFC/mL. As placas foram incubadas a 37° C e avaliadas a
turbidez por espectrofotdmetro (590 nm) e visualmente. O esquema da distribui¢cdo dos
grupos esta representado no Quadro 1. O resultado foi avaliado por meio da menor
concentracédo de cada droga capaz de inibir o crescimento completamente, sendo representado

por zero na analise por espectrofotometria.

Figura 1 — Esquema do esquema de combinacdo na placa de microdiluigdo com
concentracdes do Terpinen-4-ol (horizontal e verde) e da Nistatina (vertical e vermelho) para

o0 teste de “tabuleiro de xadrez”
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Fonte: Elaboracéo propria.
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Para isso, foi utilizado o Indice de Concentracdo Inibitoria Fracionado (ICIF), o qual
corresponde a soma das Concentrac@es Inibitdrias Fracionadas (CIF). Estas equivalem a razdo
entre a CIM das substancias A e B combinadas pela CIM de cada substancia, conforme
descrito abaixo (Odds*!, 2003; Johnson et al.?, 2004).

CIFA= CIM da droga A com B/CIM de A sozinha
CIFB= CIM da droga B com A/CIM de B sozinha
ICIF=CIFA + CIFB

Nesta avaliacdo, o ICIF foi interpretado como indicativo de sinergismo se < 0,5,
aditivo ou indiferente se > 0,5 e < 1, e antagonismo se > 1 (Bonapace et al.”, 2000; Bonapace
et al.®, 2002; Odds*, 2003).

Desta forma, definidas as CIMs do Terpinen-4-ol e da Nistatina frente as cepas de
Candida, estas foram convertidas em concentracdo inibitoria fracionada (CIF). Todos os

experimentos foram conduzidos em triplicata.

Teste sobre micro-organismos planctonicos

Utilizando-se técnicas assépticas, cada pogo recebeu o volume total de 200 ul, sendo
50 ul de solucédo de Terpinen-4-ol, 50 ul da solucdo de Nistatina e 100 pl da solugéo de
micro-organismo em meio RPMI, que resultou numa concentracdo final de 1x10® UFC/mlem
cada poco. As suspensdes de Candida spp. foram utilizadas no prazo maximo de 60 min apds
0 ajuste da concentracao.

Pogos sem as solugdes do Terpinen-4-ol e Nistatina foram utilizados como controle
positivo (C+) de crescimento, porém com 0 micro-organismo a ser avaliado. Orificios sem
microrganismos foram utilizados como controle negativo de crescimento (C-).

As placas foram incubadas por 24 h a 37°C em agitador a 75 rpm (Incubadora, 430,
Vargem Grande Paulista, SP, Brasil). Decorrido esse periodo, os orificios foram examinados
visualmente para comprovar a presenca de turvagao e a absorbancia foi determinada a 492 nm
em leitor de ELISA (Multiskan, Ascent 354, Labsystems CE, Lé&s Ulis, Franca). Todos os

ensaios foram realizados em triplicata em momentos diferentes.

Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CEM)

Os orificios que ndo mostraram crescimento visivel, ou seja, DO 600nm < 0,05, 10 pl
das amostras foram retirados, e posteriormente plagqueados em meio de cultura SDA
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(Saboraude Dextrose Agar, Acumedia, Lansing, MI, EUA) e mantidas a 37°C por 48 h. A
CFM foi definida como a menor concentracdo capaz de reduzir o inoculo inicial a > 99.9%.

Teste sobre biofilme:

Formacao do biofilme

O método de formacéo de biofilme foi o descrito por Thein et al.>® (2007). O biofilme
foi realizado com micro-organismo de Unica espécie, C. albicans ou C. tropicalis e biofilme
de duas espécies, C. albicans e C. tropicalis em associacéo.

Culturas de Candida foram reativadas conforme citado anteriormente. Para cada grupo
experimental e controle, trés (n = 3) pogos da placa de cultura celular (96 pocos) forma usados
para formacdo do biofilme. Utilizando-se técnicas assépticas para formacdo do biofilme de
unica espécie, foram transferidos 100 pl das suspens@es isoladas de cada cepa padréo de C.
albicans ou C. tropicalis. Para a formacéo do biofilme de duas espécies foram transferidos 50
ul de cada cepa padrdo de C. albicans e C. tropicalis para os mesmos orificios da placa de
cultura.

A placa foi incubada a 37°C por 1 h e 30 min, sob agitacdo a 75 rpm, tempo este
correspondente a fase de adesdo dos micro-organismos a superficie dos orificios. Apds o
periodo de adesdo, a suspensao celular foi aspirada e cada poc¢o foi lavado duas vezes com
PBS estéril para a remocao de micro-organismos ndo-aderidos. Em seguida, 100 ul de RPMI
1640 foi adicionado em cada pogo para promover o crescimento do biofilme e entdo as placas
foram incubadas a 37°C sob agitacdo a 75 rpm. A analise do biofilme foi realizada ap6s 48 h

de incubacao.

Efeito do Terpinen-4-ol e da Nistatina em biofilme

Apobs 48 h, 0 meio de cultura foi trocado por 50 ul de Terpinen-4-ol e 50 pL de
Nistatina. Os pogos sem as solugdes foram utilizados como controle positivo de crescimento
(C+) e os orificios sem microrganismo foram utilizados como controle negativo de
crescimento (C-). As placas foram incubadas a 37° C por 24 h, sendo posteriormente o efeito
sinérgico do Terpinen-4-ol e da Nistatina sobre o biofilme analisado pelo método de

quantificacdo das células vidveis (UFC/mL).

Quantificacao do Biofilme
O método de quantificacdo das células viaveis foi utilizado para avaliar a agdo dos
componentes sobre o biofilme. O biofilme foi lavado e adicionado 100 pl de PBS em cada
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poco. A massa do biofilme aderido foi raspada cuidadosamente, aspirada e transferida para
um tubo falcon. Essa suspensdo foi diluida e inoculada em placas de meio de cultura SDA
(Saboraude Dextrose Agar, Acumedia, Lansing, MI, EUA) para biofilmes Unica espécie e, em
placas de meio de cultura Chromagar Candida, para biofilme multiespécie. As placas foram
mantidas a 37°C por 48 h. Os resultados foram quantificados em UFC/ml. Todos os ensaios

foram realizados em triplicata em experimentos independentes.

Avaliacao do Terpinen-4-ol sobre a adeséo de C. albicans e C. tropicalis
Cultura de células

Nos ensaios de cultura celular foi utilizada a linhagem celular normal NOK (células
orais normais imortalizadas doadas pelo prof. Dr. Carlos Rossa Jr. Do Departamento de
Diagnostico e Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP).

As células foram mantidas e cultivadas em monocamadas em frascos de cultura de
células em meio Keratinocyte-SFM (Gibco), acrescido de 10% de soro fetal bovino (SBF) e 2%
de antibiético ATB (complexo estreptomicina, penicilina, gentamicina), quando permitido. As
células foram mantidas a temperatura de 37° C em atmosfera com 5% de CO, Apo6s
confluéncia, o meio foi retirado e as células foram lavadas com 5 mL de PBS e tripsinizadas.
Em seguida foi adicionado o meio de cultivo com 10% SFB para neutralizacdo da tripsina
evitando danos nas células. Com essa suspensdo celular foram preparadas placas para 0s

ensaios.

Ensaio de adesdo - co-cultura

O estudo da adesdo de espécies de Candida em células NOK foi avaliado pela curva de
adesdo (tempo inicial da adesdo da levedura na cultura celular e o tempo em que ocorre a maior
taxa de adesdo), a fim de se padronizar o melhor tempo para o estudo da mesma.

O ensaio de adesdo foi realizado em placas (24 pocos), contendo 1 x 10 células por
poco (Sardi et al.*®, 2011). Apos a formagdo da monocamada celular nas placas, foram
adicionados 500ul do inoculo e as placas incubadas a 36,5°C e 5% de CO,, em tempos
determinados (30 min, 1h e 2h). Ap6s cada tempo de incubacdo, as células foram lavadas, trés
vezes, com PBS estéril e em seguida, foram tripsinizadas e plaqueadas em meio Agar
Sabouraud. Apéds 48 h do plaqueamento, foram contadas as col6nias que cresceram nas placas,
que correspondem ao numero de leveduras aderidas as células. foi tracada a curva de

padronizacdo que determinou o melhor tempo para o estudo da adesdo. Para o célculo da
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porcentagem de adesdo, considerou-se que 1 x 10° UFC/mI de leveduras corresponde a 100%
de adesdo, pois este € 0 numero total de leveduras adicionadas as células.

A avaliacdo da inibicdo da adesdo foi feita com Terpinen-4-ol na concentracao
estabelecida nos testes anteriores, concentracdo esta com atividade fungistatica. O estudo foi
realizado em duplicata. Ap6s a formagdo da monocamada celular nas placas, o Terpinen-4-ol
e o indculo foram adicionados concomitantemente e as placas incubadas a 36,5°C e 5% de
CO; pelo tempo determinado previamente. Apos esse tempo, as células foram lavadas trés
vezes com PBS estéril, tripsinizadas e plaqueadas em Agar Sabouraud. Os resultados foram
analisados em porcentagem em graficos. Como controle do ensaio, foi analisado um ensaio de

adesdo sem o tratamento, sendo este considerado como 100% de adesao.

Avaliacdo do Terpinen-4-ol sobre fatores de viruléncia

As espeécies de Candida foram testadas para as atividades de fosfolipase e protease de
acordo com Sardi et al.>® (2012). A atividade das enzimas hidroliticas foi detectada medindo o
tamanho da zona de precipitagdo apds o crescimento em agar para fosfolipase ou agar
protease.

Os grupos experimentais serao:

e Candida albicans + meio do cultura RPMI - Controle crescimento

e Candida albicans + MICs, de Terpinen-4-ol

e Candida albicans + MICs, de Nistatina — Controle positivo

e Candida tropicalis + meio de cultura RPMI — Controle crescimento

e Candida tropicalis + MICsq de Terpinen-4-ol

e Candida tropicalis + MICsy de Nistatina — Controle positivo

A concentracdo do Terpinen-4-ol e da Nistatina testada foi seu MICsg, pois as células de

Candida devem estar viaveis para que ocorra a producdo enzimatica.

Atividade de fosfolipases

Para verificar a atividade enzimatica da fosfolipase, os indculos de espécies de
Candida ficaram em contato com as solucdes testadas pelo tempo determinado previamente
no teste de adesdo em células.

O meio para o teste de fosfolipases consiste de Peptona (10 g), Glicose (30 g), NaCl
(57,3 g), CaCl; (0,55 g) e Agar (20 g). Os componentes foram dissolvidos em 100 ml de agua
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destilada e a mistura autoclavada. Quando a temperatura alcancou a 55° C, foi adicionada a
Emulsdo de Ovo (2 ml para cada 20 ml do meio).

As espécies de Candida foram cultivadas em SDA por 24 h, submetidas ao contato
com as solucdes testadas pelo tempo previamente determinado no teste de adesdo, e, apos este
tempo, uma unica gota (10 pul) de cada espécie, contendo 10° UFC/mI (0,5 absorbancia a 600
nm) foi inoculada no meio do ensaio. As placas foram incubadas a 37°C durante 48 h, para se
examinar a atividade das fosfolipases. O ensaio foi realizado em trés ocasides separadas para
cada isolado.

A presenca da zona de precipitacdo visivel em torno da col6nia indica a producdo de
fosfolipase. O valor de atividade de fosfolipase (Pz) foi medido, com auxilio de um
paquimetro digital, pela relacdo entre o didametro da coldénia com o total do didametro da

col6nia mais a zona de precipitacao.

Atividade de proteinase

Para verificar a atividade enzimatica da proteinase, os indculos de Candida ficaram em
contato com as solucGes testadas pelo tempo determinado previamente no teste de adesédo em
celulas.

Para este teste foi utilizado o &gar proteinase a base de Y de Carbono (23,4 g), BSA (4
), extrato de levedura (2 g), dextrose (glicose) (10 g), Protovit (3 g).

O componentes (Y de Carbono, extrato de levedura, glicose e Protovit) foram
dissolvidos em 200 ml de agua destilada. O BSA foi dissolvido em &gua morna (38°C) e
depois adicionado & mistura e em seguida, esta foi filtrada e reservada. O Agar - agar (36 g —
1800 de agua) foi autoclavado, levado ao banho-maria até atingir a temperatura de 55°C (pois
as proteinas deste meio podem se desnaturar em altas temperaturas) e adicionado a mistura
filtrada (2,2 ml para cada 20 ml do meio), agitando delicadamente depois, 0 meio foi vertido

em placas de petri (20ml em cada placa de petri).

As espécies de Candida foram cultivadas em SDA por 24 h, submetidas ao contato
com as solucdes testadas pelo tempo previamente determinado no teste de ades&o, e, apos este
tempo, uma tnica gota (10 ul) de cada espécie, contendo 10® UFC/ml foi inoculada no meio
para proteinase. As placas foram incubadas a 37°C durante 48h, para se examinar a atividade
da proteinase. O ensaio foi realizado em trés ocasides separadas para cada isolado.

A presenca da zona de precipitacdo visivel em torno da col6nia indica a producdo de
proteinase. O valor de atividade de proteinase (Pz) foi medido, com auxilio de um paquimetro
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digital, pela relagéo entre o didmetro da colénia com o total do didmetro da colonia mais a

zona de precipitacéo.

Determinacio da atividade enzimética

A atividade enzimaética foi expressa como o valor de Pz (a/b) como descrito por Price et
al.*® (1982). De acordo com esta definicéo, baixos valores de Pz significa alta producéo de
protease ou fosfolipase e, inversamente, os valores de Pz elevados indicam baixa producédo
enzimatica. A atividade enzimaética foi classificada em quatro categorias:

e Pz de 1,0 indica nenhuma actividade enzimatica;

e Pzentre 0,999 e 0,700 indica baixa actividade enzimatica;

e Pz entre 0,699 e 0,400 corresponde a atividade moderada;

e Valores baixos de Pz (entre 0,399 e 0,100) significa elevada atividade enzimatica.

Avaliacdo do Terpinen-4-ol sobre a atividade da hemolisina
As espécies de Candida foram testadas para a atividade de hemolisina de acordo com

Sardi et al.>*

(2012). A atividade das enzimas foi detectada medindo o tamanho da zona de
translucida apos o crescimento em agar para hemolisina. Os grupos experimentais foram os

mesmos dos testes anteriores (proteinase e fosfolipase).

Atividade da hemolisina

O efeito do Terpinen-4-ol sobre a atividade da hemolisina foi avaliado para as espécies
de Candida utilizando o ensaio em placas de &gar sangue. O meio foi preparado por adi¢do de
7 ml de sangue de carneiro fresco para 100 ml SDA suplementado com glucose numa
concentracéo final de 3%. O pH final do meio foi de aproximadamente 5,6.

As espécies de Candida foram cultivadas em SDA por 24 h, submetidas ao contato
com as solucdes testadas pelo tempo previamente determinado no teste de ades&o, e, apos este
tempo, uma Gnica gota (10 ul) de cada espécie, contendo 102 UFC/ml foi depositada nas
placas de &gar sangue, que foram entdo incubadas a 37°C numa atmosfera reduzida de
oxigénio por 48 h. Os ensaios foram realizados em triplicata em trés experimentos
independentes.

Ap0s a incubacdo, a presenca da zona transldcida visivel em torno da col6nia indicara

a hemdlise. O valor foi medido com auxilio de um paquimetro digital, e foi feita a relagcédo
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entre o diametro da col6nia com o total do didametro da coldnia mais a zona translicida,

obtendo-se o indice hemolitico (Hz).



N&o autorizo areproducéo deste trabalho até 22 de mar¢o de 2018.

(Direitos de publicagéo reservado ao autor)

Araraquara, 22 de marco de 2016.

CAROLINE CORADI TONON



