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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.





