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Oliveira PS. Avaliacdo da atividade antifungica do Cloridrato de Verapamil frente a
leveduras do género Candida. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

Resumo: A epidemiologia das infec¢cdes causadas por Candida sofreu mudancas
nos ultimos anos. Embora Candida albicans ainda seja o principal patdgeno
causador de candidiase, relatos recentes reportam o aumento da incidéncia de
infeccbes causadas por espécies de Candida ndo-albicans. A toxicidade dos
farmacos antifiingicos utilizados juntamente com o desenvolvimento da resisténcia
tem se tornado um sério problema clinico. Com isso, atualmente existe a urgéncia
na descoberta de novos compostos com atividades antifingicas. Objetivos: avaliar
a atividade antifingica do farmaco Cloridrato de Verapamil, determinar a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragdo Fungicida Minima (CFM),
frente & Candida albicans ATCC 18804, Candida krusei ATCC 6258, Candida
parapsilosis ATCC 90018 e Candida glabrata ATCC 9030. Além de avaliar a
citotoxicidade do farmaco em queratindcitos humanos (HaCaT). Metodologia: a
determinacao da CIM foi realizada pela técnica de microdiluicdo de acordo com The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). A CFM foi
determinada por plagueamento em agar Sabouraud de aliquotas provenientes das
diluicdes do ensaio de microdiluicdo. A avaliacao da citotoxicidade foi realizada pela
técnica de reducdo da resazurina, sendo possivel avaliar a atividade mitocondrial
das células HaCaT. Resultados: o farmaco Cloridrato de Verapamil demonstrou
atividade antifingica contra as quatro espécies patogénicas de Candida, com o valor
de CIM de 1250 pM; valor de CFM maior que 1250 uM, sendo assim este farmaco
foi considerado fungistatico. Além disso, o Cloridrato de Verapamil ndo apresentou
citotoxicidade nas concentracdes avaliadas no estudo, pois, a reducdo de células
viaveis nas concentragcbes mais elevadas ndo ultrapassa 30%. Com relacdo a
reducdo de biomassa em biofilme de Candida, apds tratamento com Cloridrato de
Verapamil, houve reducao (de 10 a 20%) para as quatro espécies de Candida em
estudo, quando utilizadas concentracdes de farmaco correspondentes a CIM;
quando utilizadas concentracdes de farmaco correspondentes a cinco vezes o valor
de CIM, houve um aumento significativo na reducédo de biomassa (de 25% a 60%)
em biofilme formado pelas quatro espécies de Candida. Concluséo: o farmaco
Cloridrato de Verapamil apresentou atividade antifiungica para Candida albicans e
Candida né&o-albicans, sendo considerado um farmaco fungistatico, além de nao
apresentar citotoxicidade em queratindcitos humanos, e demonstrar atividade na
reducdo de biomassa em biofilme formado pelas quatro espécies de Candida.
Demais estudos séo necessarios para verificar a acdo desse farmaco em diferentes
mecanismos de viruléncia frente a células de Candida spp.

Palavras-chave: Cloridrato de Verapamil. Candida spp. Atividade antifungica.



Oliveira PS. Evaluation of the antifungal activity of Verapamil Hydrochloride against
yeasts of the genus Candida. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

Abstract: The epidemiology of Candida infections has changed in recent years.
Although Candida albicans is still the main pathogen causing candidiasis, recent
reports have reported an increase in the incidence of infections caused by non-
albicans Candida species. The toxicity of the antifungal drugs used together with the
development of resistance has become a serious clinical problem. With this, there is
now an urgency in the discovery of new compounds with antifungal activities.
Objectives: To evaluate the antifungal activity of the drug Verapamil Hydrochloride,
to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum
Fungicidal Concentration (CFM) against Candida albicans ATCC 18804, Candida
krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 90018 and Candida glabrata ATCC
9030 In addition to evaluating the cytotoxicity of the drug in human keratinocytes
(HaCaT). Methodology: MIC determination was performed by the microdilution
technique according to The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST). The CFM was determined by plating on Sabouraud agar from
aliquots from the dilutions of the microdilution assay. The evaluation of cytotoxicity
was performed using the resazurin reduction technique, and it was possible to
evaluate the mitochondrial activity of HaCaT cells. Results: The drug Verapamil
Hydrochloride demonstrated antifungal activity against the four pathogenic species of
Candida, with MIC value of 1250 uM,; CFM value greater than 1250 uM, so this drug
was considered fungistatic. In addition, Verapamil Hydrochloride did not present
cytotoxicity in the units evaluated in the study, because the reduction of viable cells in
the most cells is not exceeded by 30%. Regarding the biomass reduction in Candida
biofilm, after treatment with Verapamil Hydrochloride, there was a reduction (from 10
to 20%) for the four Candida species in study, when the use of drug corresponding to
MIC; when the use of drug corresponding to 5 times of MIC, there was a significant
increase in the biomass reduction (from 25% to 60%) in the biofilm molded by the
four Candida species. Conclusion: Thus, the drug Verapamil Hydrochloride led to
the antifungal activity of Candida albicans and non-albicans Candida species, being
considered a fungicidal drug, besides not presenting cytotoxicity in human
serotonizers, and were submitted to biomass reduction in biofilm molded by four
Candida species. More studies are needed to verify the action of the drug on different
mechanisms of virulence against Candida spp cells.

Keywords: Verapamil Hydrochloride. Candida spp. Antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

A partir de 1980 tem se observado aumento na incidéncia das infeccdes
causadas por fungos, particularmente entre individuos imunocomprometidos e
hospitalizados em condigcbes graves, como por exemplo, os que fazem uso de
quimioterapia, hemodialise, nutricdo parenteral e cateteres ou transplantados
(Mikulska et al., 2012).

O género Candida destaca-se como patégeno fungico oportunista. Este
género inclui cerca de 200 espécies diferentes, mas, apenas algumas delas sao
agentes patdégenos humanos e causam infecces quando o hospedeiro se torna
debilitado ou imunocomprometido. As infec¢des por Candida podem ser superficiais
ou invasivas. As infeccbes superficiais afetam a pele ou as mucosas e, podem ser
tratadas com sucesso, com 0s agentes antifungicos topicos (Yu et al., 2014).

Por outro lado, a candidiase invasiva ocorre, principalmente, devido a fatores
predisponentes, como cirurgias (especialmente na regido abdominal), queimaduras,
permanéncia prolongada em unidade de terapia intensiva (UTI), administracao
prévia de antibiéticos de amplo espectro, e pacientes imunocomprometidos (Pfaller,
Diekema, 2004).

Candida albicans é um dos principais patégenos humanos oportunista
(Kabir, Hussain, 2009). Esta espécie vive de forma comensal nos tratos oral,
gastrointestinal e geniturinario (Jackson et al., 2007). As infecgfes superficiais por C.
albicans afetam a pele ou mucosas, no entanto, se o hospedeiro esta debilitado ou
imunocomprometido, as infec¢gdes podem invadir a corrente sanguinea e disseminar-
se para o0s 0rgaos internos (Lopez-Martinez, 2010).

A morfogénese de Candida albicans e a colonizagcéo gastrointestinal estdo
intimamente associadas a patogenicidade desse micro-organismo (Yu et al., 2014).
Até recentemente, pouco se sabia sobre os mecanismos pelos quais as mucosas
propicias a colonizacédo de C. albicans reagiam quando as hifas tentavam invadir o
tecido. As propriedades das células de leveduras, a interagcdo com o hospedeiro e os
mecanismos imunologicos que reconhecem e diferenciam a levedura versus a
invasdo de C. albicans sao descritas (Wachtler et al., 2011).

Varios estudos afirmam que as infec¢Bes fungicas orais sdo originadas,
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principalmente por C. albicans, cujas leveduras estdo presentes na flora normal da
cavidade oral (Coronado-Castellote, Jiménez-Soriano, 2013; Dabas, 2013; Javed et
al., 2014; Singh et al., 2014), embora sejam encontradas também outras espécies,
como a C. glabrata e C. tropicalis (Fu et al., 2016).

Quando existe um desequilibrio entre o hospedeiro e o fungo, ocorre uma
situacdo de parasitismo originando, assim, a candidiase oral (Carlo et al., 2015). A
candidiase oral é caracterizada por placas removiveis que surgem na cavidade oral,
primeiramente afetando a boca e, em um estagio mais avancado, a orofaringe e o
es6fago do hospedeiro. Uma das alternativas de profilaxia é a utilizagcdo de
enxaguatorios bucais, constituidos por ingredientes quimicos que previnem a
proliferacdo de agentes patogénicos (Bugno et al., 2006).

Além da Candida albicans, existem outras espécies com capacidade de
causar infeccbes, como Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e
Candida krusei (MacCallum, 2012; Giolo, Svidzinski, 2010). As cinco espécies
mencionadas causam mais de 90% das infec¢des invasivas, embora a prevaléncia
de cada espécie dependa da localizagcdo geogréafica, da populacdo e das
manifestacBes clinicas (Miceli et al., 2011). Mundialmente, tem-se observado o
aumento acentuado nas infeccbes sanguineas, devido as espécies ndo albicans
como C. glabrata, nos Estados Unidos e C. parapsilosis e C. tropicalis na Europa,
Canada e América Latina (Almirante et al., 2006).

Candida glabrata é considerada um saprofito da flora normal de individuos
saudaveis e, que raramente causa infeccdo grave em humanos. No entanto, apos o
uso generalizado e aumentado da terapia imunossupressora juntamente com a
terapia antifungica de amplo espectro, a frequéncia de infec¢cbes das mucosas e
infeccbes sistémicas causadas por C. glabrata aumentou de forma significativa
(Hitchcock et al., 1993). Conforme o local de infecgéo, C. glabrata € frequentemente
a segunda causa mais comum de candidiase ap6s C. albicans.

As infec¢cbes causadas por C. glabrata podem ser de mucosas ou
sistémicas, e sdo comuns em pessoas imunocomprometidas ou com diabetes
mellitus (Geiger et al., 1995). Em contraste com outras espécies de Candida, C.
glabrata ndo é considerada um fungo dimorfico. As infec¢des por C. glabrata sdo
dificeis de tratar e, muitas vezes, resistentes a varios agentes antifingicos da classe

dos azois, especialmente o fluconazol. Consequentemente, as infeccbes causadas
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por C. glabrata tém alta taxa de mortalidade em pacientes hospitalizados
comprometidos (Geiger et al., 1995).

Ao longo da ultima década, a incidéncia de Candida parapsilosis aumentou
de maneira drastica (Almirante et al., 2006). Os relatos indicam que C. parapsilosis €
a segunda espécie de Candida mais comumente isolada de hemoculturas e, ainda
ultrapassa Candida albicans em alguns hospitais europeus, asiaticos e sul-
americanos (Brito et al., 2006).

Partindo deste ponto, os pesquisadores associaram a infeccdo com a
introducdo exogena de C. parapsilosis, 0 que certamente sugeriu a ligacdo de C.
parapsilosis com a instrumentacdo médica invasiva (Weems Jr, 1992). Ao contrario
de C. albicans e C. tropicalis, que podem existir em multiplas formas morfogenéticas,
C. parapsilosis ndo forma hifas verdadeiras, existindo tanto em fase de levedura
como de pseudo-hifa (Laffey, Butler, 2005).

C. parapsilosis € tipicamente um comensal de pele humana, sendo notoria
sua capacidade de crescer na nutricdo parenteral e formar biofilmes em cateteres e
outros dispositivos implantados, para disseminacdo nosocomial e por persisténcia no
ambiente hospitalar (Chen et al., 2006). Além disso, C. parapsilosis € uma
preocupacao com recém-nascidos criticos, é responsavel por mais de um quarto de
todas as infec¢fes fangicas invasivas, no Reino Unido e, até um terco das infeccdes
neonatais de Candida na Ameérica do Norte (Chen et al., 2006). Recentemente, foi
considerada um micro-organismo predominantemente isolado em muitas unidades
de cuidados intensivos neonatais (NICUs), e que esta associado a sua mortalidade
(Clerihew et al., 2007).

Aléem do desenvolvimento da resisténcia por Candida albicans e Candida
glabrata, tem sido relatado que o uso frequente de fluconazol pode ser propicio ao
surgimento de Candida krusei como um patégeno oportunista, comumente, isolado
em hospitais (Wingard et al., 1991). Esta descoberta € clinicamente significativa
porque C. krusei pode causar infeccbes graves em pacientes suscetiveis. Além
disso, este organismo, de uma forma geral, estd relacionado a resisténcia ao
fluconazol, ambos in vitro e in vivo (Goldman et al.,, 1993). Candida krusei foi
reconhecida como um patégeno fungico, potencialmente, resistente a multidrogas
(MDR), devido a sua resisténcia ao fluconazol combinada com relatos de
susceptibilidade diminuida ao fluconazol e a anfotericina B (Abbas et al., 2000).
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O fendtipo MDR exibido por C. krusei coloca um dilema terapéutico quando
se consideram escolhas de tratamento para pacientes imunocomprometidos,
especialmente para aqueles com exposicdo prévia ao fluconazol (Spellberg et al.,
2006; Peméan et al., 2006). Apesar da resisténcia ao fluconazol pela C. krusei,
geralmente esta espécie permanece suscetivel in vitro ao voriconazol, devido a
ligacdo mais efetiva deste medicamento & isoenzima do citocromo P-450 (Pfaller,
Diekema, 2007).

Os antifungicos da classe das equinocandinas, como a caspofungina, foram
utilizados com sucesso para tratar varias infec¢cdes envolvendo C. krusei (Pan et al.,
2005). No entanto, houve recentes relatos de faléncia de pacientes no tratamento de
infecgdes por C. krusei utilizando caspofungina, devido ao aumento da resisténcia
adquirida (Pelletier et al., 2005).

Estas descobertas enfatizaram a ambiguidade de C. krusei em relacdo ao
desenvolvimento de resisténcia a uma ampla gama de antifungicos. Junto com
Candida glabrata, C. krusei deve ser considerada uma espécie importante que
precisa ser monitorada para o desenvolvimento da resisténcia antifUngica (Kahn et
al., 2007). Apesar do fenbmeno MDR exibido por C. krusei, poucos estudos
abordaram o perfil epidemioldgico e a susceptibilidade antifungica da C. krusei. A
maioria das informacfes disponiveis sobre C. krusei provém de instituicbes
individuais (Mufioz et al., 2005).

O tratamento das infec¢des causadas por Candida spp. Limita-se a algumas
classes de agentes antifiungicos, como polienos, azoles e equinocandinas, cujos
mecanismos de acao estdo relacionados com a ligacao e sintese de componentes
presentes na parede celular e na membrana plasmatica. Além disso, a maioria
dessas drogas exerce efeitos indesejaveis no hospedeiro, como nefrotoxicidade
causada pela anfotericina B, disturbios visuais causados pelo voriconazol e
insuficiéncia cardiaca congestiva causada pelo itraconazol. Certas drogas, como as
eguinocandinas tém o uso clinico limitado devido aos altos custos (Li et al., 2015).

Os agentes antifungicos da classe dos polienos utilizados para o tratamento
de doencas humanas sdo anfotericina B (AmB) e nistatina. Porém, 0 uso intensivo
de antifingicos tornou estes fungos mais resistentes aos medicamentos, 0 que se
transformou em um problema clinico atualmente. Azoles sdo considerados a

primeira escolha de tratamento na infeccdo por Candida, no entanto, tem-se
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observado um aumento nos casos de resisténcia a esta classe de antifungicos
(Sajjan et al., 2014).

A nistatina é, provavelmente, o farmaco mais conhecido no tratamento das
infec¢des fungicas superficiais causadas por Candida spp, tendo atividade fungicida
e fungistéatica, dependendo da concentracdo administrada. Ndo hé absorcdo quando
é administrada oralmente, porém é demasiado tdxica para uso parenteral. Esta
droga € um antifingico da classe dos polienos que se liga ao ergosterol presente na
membrana plasmatica do fungo e aumenta a permeabilidade da membrana por meio
da criacdo de poros, promovendo o vazamento de componentes celulares
essenciais conduzindo & morte celular (Jin et al., 2009).

Os bochechos orais com nistatina séo relativamente ineficazes devido ao
curto tempo de contato com a mucosa oral. As pastilhas de nistatina podem ser
consumidas lentamente e, assim, tém um tempo maior de ag&o. As formulagdes em
pastilhas resultam em melhor aceitacdo pelo paciente devido a sua retencéo
prolongada, sendo um melhor agente fungicida do que em suspensao. Contudo,
como as pastilhas de nistatina sdo adocicadas com sacarose, 0 Seu uso vai
aumentar o risco de caries dentarias podendo estar contraindicada em individuos
propensos a carie. As pastilhas de nistatina sdo ideais para o tratamento da
estomatite protética associada a Candida spp. e para a prevencdo de candidiase
oral recidiva em pacientes HIV positivos (Jin et al., 2009).

Da mesma maneira que a nistatina, a anfotericina B, também, possui como
alvo o ergosterol, que € um elemento estrutural e funcional essencial da membrana
plasmatica das células fangicas, similar ao esterol presente nas membranas
celulares dos mamiferos, chamado colesterol (Surarit, Stepherd, 1987). A
anfotericina B € um farmaco essencial no tratamento de infec¢gbes sistémicas por
Candida spp, sendo eleito para o tratamento de infec¢des fangicas severas. Porém,
apresenta efeitos adversos em reacdes sistémicas imediatas, caraterizadas por
febre, calafrios, hipotensdo, toxicidade renal, toxicidade hematoldgica (Huber,
Terézhalmy, 2011).

Aléem do desenvolvimento de resisténcia aos antifingicos, a ocorréncia de
biofilmes ganha cada vez mais destaque. Estas estruturas, uma vez compostas,
atuam como ponto de contaminacdo constante, liberando células de micro-

organismos patogénicos e deteriorantes, podendo comprometer, portanto, a
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qualidade microbiologica de matérias-primas, insumos e alimentos processados
(Xavier, 2003).

As células aderidas sdo designadas por sésseis, enquanto aquelas livres e
dispersas sdo denominadas por planctonicas. O biofilme corresponde a uma
comunidade de células aderidas a um substrato, inseridas em uma matriz de
polimeros extracelulares, na qual existem diferenciados fenotipos, metabolismo,
fisiologia e transcricdo genética (Xavier, 2003).

As células em biofilme sdo de 500 até 1000 vezes mais resistentes quando
comparadas as células planctdnicas. Biofilmes sdo as Unicas estruturas microbianas
que admitem a coexisténcia de organismos aerébios e anaerobios estritos a
distancias de poucas centenas de micrometros um do outro. Uma vez que o biofilme
€ constituido de agregados de células e a formacéao de sua estrutura tridimensional é
um processo dindmico que envolve uma série de eventos moleculares coordenados,
ele representa um ambiente propicio para a comunicacao ceélula-célula, ou quorum
sensing (QS) (Xavier, 2003).

A candidiase oral € um tipo de patologia caracterizada por placas brancas
removiveis que surgem na boca e, em seu estagio mais avancado, na orofaringe e
no esodfago do hospedeiro. Uma das alternativas de profilaxia dentéria € a utilizacdo
de enxaguatoérios bucais, constituidos por componentes quimicos ativos que
previnem a proliferacdo de agentes patogénicos ap0s a remocao mecanica realizada
pela escovacédo (Bugno et al., 2006).

Além dos problemas relacionados a resisténcia aos antifungicos e producao
de biofilme existe uma relacéo filogenética entre as células fungicas e as células
humanas, devido a ambas serem eucaribticas e terem metabolismo semelhante na
producdo de energia, na sintese de proteinas e na divisdo celular. Logo, um numero
reduzido de alvos de agentes antifungicos foi identificado (Xavier, 2003). Assim, 0
desenvolvimento de novas terapias antifungicas torna-se essencial tanto para
minimizar os efeitos adversos causados ao paciente, bem como para reduzir o
aumento da resisténcia aos agentes antifingicos tradicionalmente utilizados.

Alguns estudos foram realizados com o intuito de investigar o efeito in vitro e
in vivo da atividade antifingica demonstrada pelo farmaco Cloridrato de Verapamil.
H& recentes relatos de que este farmaco induza uma diminuicdo significativa no

desenvolvimento de hifas de células de C. albicans, além de inibir a capacidade de
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aderir & superficie bucal e a células epiteliais (Afeltra, Verweij, 2003; Yu et al., 2014,
Li et al., 2015; Nazik et al., 2017).

Desta forma, o farmaco de escolha para o desenvolvimento desse estudo foi
o Cloridrato de Verapamil, pertencente a classe dos antagonistas dos canais de
calcio, os quais sao divididos em trés grupos quimicos: fenilalquilaminas (Cloridrato
de Verapamil), dihidropiridinas (Nifedipina) e benzotiazepinas (Diltiazem) (Rang et
al., 2012).

Cloridrato de Verapamil é a substancia ativa de um medicamento conhecido
comercialmente como Dilacoron, sendo um dos principais medicamentos de escolha
para mulheres gravidas com leve a moderada hipertensao, devido ao rapido inicio
de acdo, mantendo uma acdo prolongada, porém com uma acdo hipotensora
branda, e efeitos colaterais bem toleraveis ao paciente (Rang et al., 2012).

O mecanismo de acéo do Cloridrato de Verapamil consiste em bloquear o
influxo de calcio nas células do musculo cardiaco e do musculo liso vascular, através
dos canais do tipo L, dependentes de voltagem (de acéo lenta), pelo lado interno da
membrana celular. Com isso, haverd uma reducéo da frequéncia de abertura desses
canais, como consequéncia, observa-se um relaxamento prolongado do muasculo liso
vascular, diminuindo a resisténcia vascular, e um efeito inotrépico negativo no
musculo cardiaco, diminuindo a forca de contracdo, e consequentemente diminuindo
a frequéncia cardiaca e a pressdo arterial. E também conhecido que esse farmaco
nao provoca alteracdes na pressdo arterial de individuos normotensos (Goodman,
2006).


http://www.mdpi.com/search?authors=Hasan%20Nazik&orcid=
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2 PROPOSICAO

A proposta do presente estudo foi avaliar as atividades antifiUngicas do
farmaco Cloridrato de Verapamil, frente as espécies Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida krusei e Candida glabrata, por serem tais espécies
consideradas os principais patdogenos oportunistas do género Candida.

Avaliamos também, a citotoxicidade in vitro desse farmaco em linhagens
celulares de queratinécitos humanos (HaCaT), por meio da analise qualitativa e
quantitativa da viabilidade celular usando a técnica de reacdo de reducdo da
resazurina.

Investigamos ainda, a avaliacdo de reducdo de biomassa em biofilme
formado pelas quatro espécies de Candida, bem como a quantificacdo da biomassa

total tratada por cristal violeta.



18

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Farmaco Cloridrato de Verapamil

A partir de uma solucdo mée do farmaco diluida em salina 0,9%, realizou-se
uma diluicdo seriada de Cloridrato de Verapamil em dez concentracoes, distribuidas
em placas de microdiluicdo de 96 pogos, sendo: 2,4 pM (1,1 pg/mL), 4,8 pM (2,2
pg/mL), 9,7 uM (4,4 pg/mL), 19 pM (8,9 pg/mL), 39 uM (17,8 pg/mL), 78 uM (35,5
pg/mL), 156 uM (71 pg/mL), 312 uM (142 pg/mL), 625 uM (284 pg/mL), 1250 uM
(568 pg/mL).

Essas concentracfes foram obtidas a partir de estudos prévios utilizando

este farmaco.

3.2 Fase experimental — micro-organismos e condi¢cdes de cultivo

Neste estudo foram utilizadas as seguintes cepas: Candida albicans ATCC
18804, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 90018 e Candida
glabrata ATCC 9030. As leveduras foram cultivadas em Sabouraud e incubadas a

37°C, com agitacao de 150 rpm.

3.2.1 Avaliagéo da atividade antifungica

Avaliacdo da atividade do farmaco Cloridrato de Verapamil na inibicdo do
crescimento fungico, bem como sua acao fungicida, por meio dos ensaios de

concentracéo inibitoria minima (CIM) e concentragao fungicida minima (CFM).
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3.2.1.1 Concentracdo inibitéria minima (CIM)

Os testes de sensibilidade foram realizados segundo European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST 7.3.1) — Método para determinacao
da concentracéo inibitéria minima (CIM) com diluicdo em meio de cultura de agentes
antifangicos.

O meio de cultura utilizado foi RPMI 1640 (com L-glutamina e indicador de
pH, sem bicarbonato) suplementado com glicose a uma concentracéo final de 2%
(RPMI 2% G), ajustado para pH 7,0.

A concentracdo da suspensdo fungica foi padronizada em camara de
Neubauer de 0,5x10° — 2,5x10° UFC/mL para cada espécie de Candida utilizada no
experimento.

Em placas de microdiluicio de 96 pocos, a cada trés pocos, foram
adicionadas as dez concentracfes do farmaco diluidas em meio de cultura (RPMI).
Posteriormente, estas placas foram mantidas em estufa por 24 horas.

Como controle do experimento, a anfotericina B foi utilizada por se tratar de
uma droga padrao, cujos valores de CIM estdo descritos na literatura, com o intuito
de verificar o crescimento adequado das leveduras, bem como a eficacia do teste.

Esta droga foi entdo diluida em meio de cultura (RPMI), nas seguintes
concentracbes: 0,01 pg/mL, 0,03 pg/mL, 0,06 pg/mL, 0,125 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,5
pg/mL, 1,0 pg/mL, 2,0 pg/mL, 4,0 ug/mL e 8,0 pg/mL.

Como controle negativo (C-) foi utilizado somente meio de cultura (RPMI).
Como controle positivo (C+) foram utilizadas as quatro espécies de Candida em
meio de cultura (RPMI), sem o tratamento com o farmaco.

Para a determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) observou-se,
nas placas de microdiluicdo, a menor concentracdo em que houve inibicao total do
crescimento das leveduras nos pocos. Este experimento foi repetido trés vezes em

dias diferentes (trés experimentos independentes).
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3.2.1.2 Concentragao fungicida minima (CFM)

Apo6s o tempo de incubacdo, uma goticula foi retirada de cada um dos poc¢os
da placa de microdiluicdo, por meio de um palito de madeira e, cuidadosamente foi
esfregada em &gar Sabouraud contido em placas grandes, sem que este fosse
perfurado. Apos 24 horas de incubacéo a 37°C, verificou-se o crescimento ou nao de

coldénias em suas respectivas concentragoes.

3.2.2 Formacéo de biofilme de Candida spp

A formacé&o do biofilme foi baseada em metodologia descrita por Thein et al.
(2006). Adicionou-se a microplaca de 96 pocos, 100 uL de suspensédo padronizada a
108 UFC/mL de cada uma das quatro espécies de Candida em meio RPMI acrescido
de 2% de glicose. As placas foram incubadas a 37°C com agitacdo de 75 rpm
durante 90 minutos para o estagio de pré-adesao.

Apés este estagio, os pocos foram lavados, trés vezes, com tampdo de
fosfato salino (PBS) para remocao de leveduras ndo aderentes. Posteriormente, foi
adicionado novamente 100 pL de meio aos pocos, e incubou-se a placa a 37°C sob
agitacdo. O meio de cultura foi novamente trocado apos 24 horas de incubacéo.

O tratamento foi realizado com biofilmes maduros formados apés 48 horas,
com a adicdo de farmaco correspondente a concentracdo de CIM (1250 uM = 568
png/mL) e a cinco vezes o valor de CIM (6250 uM = 2840 pg/mL). Posteriormente,
estas placas foram mantidas em estufa por 24 horas. Este experimento foi repetido

trés vezes em dias diferentes (trés experimentos independentes).

3.2.2.1 Quantificacdo da biomassa total tratado por cristal violeta

Para a quantificacdo de biomassa em biofilmes, utilizou-se a metodologia
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por adicdo de cristal violeta. Os biofiimes formados pelas quatro espécies de
Candida (ap0s 48 horas de incubacgao) foram tratados com o farmaco, lavados com
PBS e fixados com etanol absoluto por 15 minutos. O etanol foi, entdo, removido e o0
biofilme foi seco em temperatura ambiente por aproximadamente 16 horas.

Adicionou-se a cada poco, 100 pL de cristal violeta a 0,5%, e apds 20
minutos, o excesso do corante foi removido, e 0os pog¢os contendo biofilme foram
lavados com PBS por trés vezes. Em seguida, foram adicionados 100 uL de etanol
absoluto para diluir o corante.

A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 570 nm e os resultados foram
expressos em percentual de reducdo. O controle do experimento foi realizado com
biofilmes maduros (apdés 48h) formados pelas quatro espécies de Candida sem o
tratamento com o farmaco, cujos valores obtidos de absorbancia representam 100%
de biomassa. Este experimento foi repetido trés vezes em dias diferentes (trés
experimentos independentes).

3.3 Cultura celular e condic¢des de cultivo

As células HaCaT foram guardadas em nitrogénio liquido até serem
utilizadas. Posteriormente, foram descongeladas e cultivadas em um meio de cultura
adequado: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) — (Gibco, Grand lIsland,
NY), suplementado com 14,51 uM de NaHCOs, 15 uM HEPES suplementado com
10% de soro fetal bovino, penicilina G e estreptomicina. As culturas foram mantidas
em estufa a 37°C com atmosfera de CO2 a 5%.

As células foram cultivadas em garrafas plasticas de 25 cm? de superficie
até obter uma confluéncia de 75-90% (monocamada confluente), a qual foi obtida
apos um periodo de dois a trés dias. O meio de cultura foi trocado trés vezes por
semana, € o0 crescimento das células foi observado por microscopia. Uma vez
confluente, a monocamada foi tratada com tripsina (0,05%), 0,53 uM EDTA e PBS

para remocao das células e transferéncia para novas garrafas.
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3.3.1 Viabilidade celular (citotoxicidade in vitro)

Segundo a norma ISO 10993-5 (2009), o teste de citotoxicidade in vitro pode
ser realizado pela avaliacdo qualitativa e quantitativa da viabilidade celular, através
do teste de contato direto com produtos para a saude, cujos valores inferiores a 70%

de viabilidade celular devem ser considerados como citotéxicos.

3.3.1.1 Avaliacéo da viabilidade celular (citotoxicidade in vitro) por meio da

reacdo de reducdo da resazurina

A avaliacéo da viabilidade celular foi realizada pelo método colorimétrico da
reagao de reducéo da resazurina, de acordo com Pavan et al. (2010).

Para este ensaio, linhagens celulares HaCaT (queratinécitos humanos),
adquiridas pelo Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ), foram semeadas a uma
concentracdo de 10° cels/mL, em microplaca de 96 pocos, e posteriormente,
incubadas por 24 horas a 37°C com 5% COa.

Em placas de microdiluicdo de 96 pocos, a cada trés pocos, foram
adicionadas as dez concentracdes do farmaco diluidas em meio de cultura (DMEM).
Posteriormente, estas placas foram mantidas em estufa por 24 horas.

Apos este periodo, foram adicionados 30 pL de resazurina em cada poco, na
concentracdo de 0,01%, e incubadas por 6 horas. A resazurina (7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona 10-6xido) € um corante azul, que é reduzido a resorufina, um
corante rosa com alta fluorescéncia. Esta reacéo irreversivel da resazurina é
proporcional a respiracdo aerdbia, demonstrando a atividade mitocondrial das
células. Portanto, essa reacdo ocorre somente em células viaveis, cuja viabilidade
celular também pode ser determinada pela intensidade da coloracao rosa.

O controle negativo (C-) do experimento foi realizado com células HaCat em
meio de cultura (DMEM), com adicdo de resazurina, sem 0 tratamento com o
farmaco. O controle positivo (C+) foi realizado com células HaCat, diluido em um
solvente organico (DMSO 30%), com adi¢cdo de resazurina, cujo intuito foi verificar o
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controle de morte das células.
A absorbancia de todos os pocos foi lida em um espectrofotbmetro ajustado
a 570 nm, cujas densidades Opticas (DO) obtidas foram convertidas em percentual

de viabilidade celular, empregando-se a seguinte formula:

% Viabilidade = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle

Onde:

DO Grupo Tratado = densidade Optica obtida das leituras dos pogos que
receberam tratamento com o farmaco;

DO Grupo Controle = densidade Optica obtida das leituras dos pocos que
nao receberam tratamento com o farmaco, considerando estes valores como 100%
de viabilidade celular.

Este experimento foi repetido trés vezes em dias diferentes (trés

experimentos independentes).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da atividade antifungica para determinagcdo da concentracao

inibitoria minima (CIM)

Cloridrato de Verapamil na concentracdo de 1250 uM demonstrou inibicéo
de crescimento frente as espécies de C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e C.

albicans, como demonstrado nas Figuras 1 a 4.

Figura 1 — C. glabrata na presenca de diferentes concentracdes de Cl. de Verapamil

e Anfotericina B, a seta indica o valor de CIM para os compostos analisados

C. glabrata

Verapamil
(Hm)

Anfotericina B
pg/mL

c 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03 0,01 C+

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 2 — C. parapsilosis na presenca de diferentes concentracdes de CI. Verapamil
e Anfotericina B, a seta indica o valor de CIM para os compostos analisados

' C. parapsilosis

Verapamil
(um)

C- 1250 625 312 156 78 39 19 97 4,8 2,4 C+

Anfotericina B
ug/mL

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 3 — C. krusei na presenca de diferentes concentracdes de Cl. de Verapamil e

Anfotericina B, a seta indica o valor de CIM para os compostos analisados

C. krusei

Verapamil
(um)

Anfotericina B 4f £ ! w0 ey v
pg/mL '{§\ ), A TR > S , .
C- 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03 0,01 C+

&
:

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4 — C. albicans na presenca de diferentes concentracdes de Cl. de Verapamil
e Anfotericina B, a seta indica o valor de CIM para os compostos analisados

C. albicans

Verapamil
(um)

Anfotericina B
pg/mL

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 5 apresenta uma sintese dos resultados obtidos, demostrando a
variacdo das densidades Opticas (DO) correspondentes as diferentes concentracdes

de Cloridrato de Verapamil frente as quatro espécies de Candida.
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Figura 5 — Apresenta comportamento das quatro espécies de Candida frente a

atividade antifungica de Cloridrato de Verapamil

=
o

D.O 450nm

o
>

I ] ] ] I
0 250 500 750 1000 1250
Concentragao uM

- C. albicans =M C.krusei —#— C.parapsilosis =%¥—= C. glabrata

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Determinacao da concentracéo fungicida minima (CFM)

No que tange a concentracdo fungicida minima (CFM), o farmaco Cloridrato
de Verapamil ndo apresentou atividade fungicida para concentragdes até 1250 um,
conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 — Resultados do teste de microdiluicdo para determinar CIM e CFM

Concentrac&o Inibitéria Minima (CIM) Conca?gﬁﬁi?j‘?c?wdda
Verapamil (UM) Anfott(agigliqrtﬁll':;)ug/ml Verapamil (UM)
C. albicans 1250 0,25 >1250
C. krusei 1250 1,0 >1250
C. parapsilosis 1250 0,5 >1250
C. glabrata 1250 0,5 >1250

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Avaliacdo da reducdo de biomassa em biofilme de Candida spp. apés

tratamento com Cloridrato de Verapamil

O efeito do farmaco Cloridrato de Verapamil também foi avaliado em biofilme
com a analise de reducdo percentual de biomassa. Desta forma, utilizou-se para o
teste, a concentracdo equivalente a CIM (1250 uM) e a concentracdo equivalente a
cinco vezes o valor de CIM (1250 uM), conforme descrito nas Figura 7 e Tabela 2.

Para C. albicans, o percentual de reducdo de biomassa, quando utilizada
concentracédo de Cloridrato de Verapamil correspondente a CIM (1250 uM), foi de
10%. Quando utilizada concentracao correspondente a 5 vezes o valor de CIM (1250
MM), a reducéo foi de 43%.

Para C. parapsilosis, o percentual de reducao de biomassa, quando utilizada
concentracédo de Cloridrato de Verapamil correspondente a CIM (1250 uM), foi de
19%. Quando utilizada concentracdo correspondente a 5 vezes o valor de CIM (6250
MM), a reducéo foi de 62%.

Para C. krusei, os percentuais de reducdo de biomassa foram de 14 e 25%
nas concentracdes equivalentes a CIM e 5 vezes o valor de CIM, respectivamente.

Para C. glabrata, os percentuais de reducdo foram de 13% e 48% nas

concentracdes equivalentes a CIM e 5 vezes o valor de CIM, respectivamente.
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Figura 6 — Reducéo de biomassa (%) em biofilme de Candida spp. por cristal violeta,
apos tratamento com o farmaco Cloridrato de Verapamil, nas concentracdes
equivalentes a CIM e a 5 vezes o valor de CIM
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 2 — Reducéo de biomassa (%) em biofilme de Candida spp. por cristal violeta
apos tratamento com Cloridrato de Verapamil nas concentragdes equivalentes a CIM
e a 5 vezes o valor de CIM

Concentragdo equivalente Concentragdo equivalente a
ao valor de CIM 5 vezes o valor de CIM
C. albicans 10% 43%
C. parapsilosis 19% 62%
C. krusei 14% 25%
C. glabrata 13% 48%

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4 Avaliacao da viabilidade celular (citotoxicidade in vitro) por meio da reacao

de reducédo da resazurina

A avaliacdo qualitativa da viabilidade celular do farmaco Cloridrato de
Verapamil, para as concentracdes mais elevadas (625 e 1250 puM), demonstrou que
ndo houve reacao de reducdo da resazurina, ndo apresentando mudanca na

coloracédo, conforme demonstrado na Figura 5.

Figura 7 — Células HaCat na presenca de diferentes concentracdes de Cloridrato de

Verapamil

Verapamil
(nm)

C- 1250 625 312 156 78 39 19 9,7 4,8 24 C-

Fonte: Elaborada pelo autor.

A avaliacdo quantitativa da viabilidade celular foi demonstrada pela relacdo
entre a concentracdo do Cloridrato de Verapamil (uM) pela porcentagem de células
viaveis. Na Figura 6, nota-se que, este farmaco ndo apresentou citotoxicidade in
vitro frente a células de queratindcitos humanos, pois a reducéo de células viaveis
demonstrada nas concentragbes mais elevadas (625 e 1250 uM) n&o apresentou

valores inferiores a 70%, conforme descrito na norma ISO 10993-5 (2009).
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Figura 8 - Relacdo entre a concentracdo de Cloridrato de Verapamil (uM) pela

porcentagem de células viaveis
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, vivenciamos um aumento expressivo da frequéncia de
infecgBes fungicas. Tal elevagéo pode estar associada a diversos fatores, tal como o
incremento de pacientes imunodeprimidos, a evolugdo das ciéncias médicas, e em
especial, o aparecimento de resisténcia a agentes antimicrobianos. Em paralelo a
evolucdo desta condi¢do patologica, observamos também um aumento na procura
de novos compostos (alguns em estagios de desenvolvimento clinico) que atuem de
forma eficaz e a0 mesmo tempo apresentem menores efeitos adversos para o
hospedeiro (Maesaki, 2002).

Atualmente a terapia mais utilizada no tratamento de candidiases invasivas
recorre a um numero limitado de farmacos antifingicos, como a anfotericina B, o
fluconazol e o itraconazol (Carrillo-Mufioz et al., 2006).

O termo drogas "ndo antifungicas" relaciona-se com uma variedade de
compostos que sdo empregados em diferentes patologias nao fungicas, mas
demonstraram exibir atividade antifingica de amplo espectro. O papel desses
agentes na epidemiologia e nas manifestacdes clinicas de infec¢des fungicas, assim
como, o potencial de certas drogas para o tratamento de infeccdes por fungos
invasivos requer estudos mais aprofundados (Afeltra, Verweij, 2003).

Varios compostos organicos tém a capacidade de inibir e bloquear o influxo
de célcio. Estes canais estdo presentes nas leveduras e fungos e, portanto, sao
potenciais alvos para novos compostos antifungicos. Os farmacos Cloridrato de
Verapamil, cinarizina, nifedipina e nimodipina, sozinhos ou em combinacdo com
cetoconazol foram testados contra isolados clinicos de Candida albicans. Estas
drogas sozinhas exibiram atividade antifungica in vitro em altas concentragdes,
sendo que o Cloridrato de Verapamil demonstrou ser mais ativo que os demais
(Afeltra, Verweij, 2003).

Alguns estudos foram realizados com o intuito de investigar o efeito in vitro e
in vivo do farmaco Cloridrato de Verapamil (Afeltra, Verweij, 2003; Yu et al., 2014, Li
et al., 2015; Nazik et al., 2017).

Como resultado desses estudos, obteve-se que a exposicao a 210 ug/mL de

Cloridrato de Verapamil levou a uma diminuicdo significativa no desenvolvimento de
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hifas de células de C. albicans, e a exposi¢ao a 220 ug/mL demonstrou uma inibigao
da capacidade de aderir a superficie bucal e a células epiteliais. Estes efeitos
inibitérios estdo relacionados ao mecanismo de inibicdo da expressdo e do
transporte de Hwpl, indicando atividade deste farmaco contra a rede de regulacdo
das proteinas associadas a morfogénese das hifas em C. albicans. Além disso, o
tratamento com Cloridrato de Verapamil em 10 mg/(kg/dia) levou a uma diminuigéo
notdvel na colonizacéo gastrointestinal de células de C. albicans (Yu et al., 2014).

O efeito inibitério de Cloridrato de Verapamil, no que se refere ao
desenvolvimento de hifas, adesdo e colonizagdo gastrointestinal, demonstrou que
este farmaco pode ser considerado uma terapia antifungica de escolha contra a
colonizacéo e a infeccéo por C. albicans (Yu et al., 2014).

N&do obstante, a investigacdo sobre 0s mecanismos pelos quais 0s
blogueadores de canais de calcio inibem a morfogénese de C. albicans e a sinergia
entre o farmaco Cloridrato de Verapamil e outros agentes antifungicos € provavel
gue tenha um impacto no desenvolvimento de novas e eficazes terapias contra as
infecgdes por C. albicans.

O estudo desenvolvido por Li et al. (2015) corroborou os achados de Yu et
al. (2014), e concluiu que ao invés de matar as células de fungos, o que requer uma
especificidade bastante alta e pode levar ao surgimento de nova resisténcia, inibir o
crescimento e os fatores de viruléncia em células fangicas representa uma boa
alternativa para o desenvolvimento de novas drogas antifungicas.

Os demais estudos, também, demonstraram a eficacia do Cloridrato de
Verapamil contra o biofilme de Candida e o crescimento de hifas in vitro. Com base
nesses resultados, Nazik et al. (2017) desenvolveram um estudo o qual demostrou a
atividade deste farmaco contra o biofilme de Aspergillus.

A capacidade de formar biofilmes é considerada um dos principais fatores de
viruléncia das espécies de Candida e oferecem varias vantagens para estes micro-
organismos, como maior protecdo contra as defesas imunes do hospedeiro e acao
de agentes antimicrobianos (Giolo, Svidzinski, 2010). Os biofilmes sdo comunidades
microbianas estruturadas ligadas a superficie bidtica ou abidtica embutida em uma
matriz exopolimera constituida principalmente por carboidratos, hexossaminas,
acidos urbnicos, proteinas e acidos nucléicos (Mitchell et al., 2016).

A manutencdo da arquitetura de biofiimes pode ser assegurada pela
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formacao de canais e colunas, que permitem a passagem de nutrientes e oxigénio
para toda a comunidade microbiana (Mitchell et al., 2016). Desta forma, as células
presentes em biofilmes sdo mais resistentes quando comparadas as células
planctdnicas, demonstrando que o crescimento indesejado de biofilmes tem um
impacto negativo, sobretudo na area da saude (Xavier, 2003).

Algumas infec¢Bes causadas pela utilizacdo de dispositivos médicos, tais
como cateteres, estdo relacionadas a formacdo de biofilmes, cuja resisténcia das
células, associada a falta de métodos eficazes de desinfeccdo e limpeza, culminam
em um aumento nos indices de infeccao (Xavier, 2003).

Um dos desafios na area odontologica é reduzir a formagéo de biofilmes nas
superficies dentarias, devido ao seu potencial cariogénico. Enxaguatoérios bucais séo
comumente indicados no controle quimico da placa bacteriana, além de remover
biofiilmes formados na cavidade bucal (Bugno et al., 2006). Poucos estudos
demonstraram uma atividade antimicrobiana de amplo espectro nos enxaguatorios
bucais, eficazes tanto contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, como
contra 0 género Mycobacterium, bactérias anaerdbias, esporos e fungos do género
Candida (Bugno et al., 2007).

Com relacdo aos resultados obtidos para Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM), estudos anteriores (Li et al., 2015;
Yu et al.,, 2014) demonstraram que o Cloridrato de Verapamil ndo tem atividade
fungicida, ratificando a atividade fungistatica demonstrada pelo farmaco nesse
estudo.

Como o Cloridrato de Verapamil € comumente utilizado para o tratamento de
doencgas cardiovasculares em concentragcdes mais elevadas do que as utilizadas
neste estudo, o fato desse farmaco nao apresentar citotoxicidade in vitro frente a
células de queratindcitos humanos, viabiliza, portanto, a atividade antifungica em
células epiteliais nas concentracfes avaliadas.

Com relagéo a atividade do Cloridrato de Verapamil na reducdo de biomassa
em biofilmes formados por Candida spp., estudos anteriores (Yu et al.,, 2014)
demonstraram o efeito inibitdério desse farmaco no desenvolvimento de hifas, na
adesao e colonizagdo gastrointestinal, e na manutencéo de biofilmes de Candida
albicans. Porém, ndo foram encontrados estudos mostrando a atividade do farmaco

contra a formacéao ou manutencao de biofilmes por demais espécies de Candida.
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Além disso, a maioria dos estudos inferem que, a atividade antifiingica desse
farmaco, fundamenta-se na inibicdo da filamentacédo presente nas células fungicas.
No entanto, obtivemos nesse estudo, resultados demonstrando a atividade
antifingica em células de Candida glabrata, espécie ndo filamentosa do género.

Haja vista que os resultados obtidos para avaliacdo da atividade antifungica
(CIM e CFM), avaliacdo da citotoxicidade in vitro do farmaco e avaliacdo da
reducdo de biomassa em biofilmes formados pelas principais espécies patogénicas
de Candida, corroboram os dados da literatura, reforcando a atividade antifiingica
demonstrada pelo farmaco Cloridrato de Verapamil, embora existam poucos estudos
relacionando a atividade antifingica desse farmaco frente as espécies
nao albicans de Candida.

Conforme descrito anteriormente, as espécies de Candida fazem parte da
microbiota bucal de aproximadamente 50% da populacdo. Entretanto, sob
determinadas condi¢cdes, podem comportar-se como patdégenos oportunistas,
produzindo infeccbes que vao desde lesdes nas mucosas superficiais até
disseminacfes sistémicas graves e invasivas, potencialmente fatais em pacientes
imunocomprometidos (Yu et al., 2014; Pfaller, Diekema, 2004).

Além de causar diversas formas de candidoses, essas leveduras podem
estar envolvidas em lesGes endododnticas persistentes e doengas periodontais.
Somado a este fato, o uso prolongado de agentes antimicrobianos pode alterar a
microbiota residente da cavidade bucal, proporcionando o crescimento de
microrganismos potencialmente patogénicos (Giolo, Svidzinski, 2010; Mitchell et al.,
2016).

Desta forma, a utilizacdo desse farmaco pode ser util no controle e
manutencdo da saude oral, seja como agente terapéutico associado a outros
agentes antifungicos, ou no desenvolvimento de enxaguatorios bucais (colutérios
orais) no controle da placa bacteriana, como método preventivo de doencas

prevalentes na cavidade oral.
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6 CONCLUSAO

O farmaco Cloridrato de Verapamil demonstrou atividade antifungica contra
as espeécies patogénicas avaliadas no presente estudo: Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida kruise e Candida glabrata.

Cloridrato de Verapamil, na concentracdo de 1250 uM, demonstrou inibic&o
de crescimento para as espécies C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e C. albicans,
porém ndo apresentou atividade fungicida em concentracdes até 1250 um, sendo
considerado, portanto, um farmaco fungistatico.

Cloridrato de Verapamil ndo apresentou também, citotoxicidade in vitro nas
concentracfes avaliadas nesse estudo, pois a avaliacdo quantitativa de células
viaveis demonstrada nas concentracfes mais elevadas (625 e 1250 pM) nédo
apresentou valores inferiores a 70%. Além disso, Cloridrato de Verapamil foi ativo na
reducdo de biomassa em biofilme formado pelas espécies avaliadas nesse estudo,
demonstrando que, o aumento da concentracdo do farmaco resulta em um aumento
na porcentagem de reducao de biomassa.

Portanto, podemos inferir que o farmaco Cloridrato de Verapamil tem
potencial para compor novas formulacfes antifingicas, sobretudo de uso tépico,

como enxaguatoérios bucais.
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