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Resumo: A Candida albicans é uma levedura com potencial patogénico bastante
conhecido, apresentando como principais fatores de patogenicidade e viruléncia a
capacidade de aderéncia a diferentes mucosas e epitélios. O numero restrito de classes
de antifngicos atualmente disponiveis e 0 aumento observado na resisténcia a estes
antifangicos levam a um crescente interesse pela pesquisa e desenvolvimento de novas
classes que atuem em diferentes alvos dos antifungicos atualmente em uso. Neste
contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifungica in vitro
do &cido galico e do acido elagico, compostos fendlicos naturalmente presente em
diferentes espécies vegetais, em culturas de Candida albicans através do método de
microdiluicdo.
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In vitro susceptibility of Candida albicans to gallic acid and ellagic acid

Abstract: Candida albicans is a yeast with a well-known pathogenic potential, with the
ability to adhere to different mucous membranes and epithelia as the main factors of
pathogenicity and virulence. The restricted number of antifungal classes currently
available and the observed increase in resistance to these antifungals lead to a growing
interest in research and development of new classes that act on different targets of the
antifungals currently in use. In this context, the present study aimed to evaluate the in
vitro antifungal activity of gallic acid and ellagic acid, phenolic compounds naturally
present in different plant species, in cultures of Candida albicans through the
microdilution method.
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Introducéo
Candida € um género de fungos classificados como oportunistas, capazes de causar
doencas infecciosas denominadas coletivamente de candidiase. A manifestacéo clinica
mais comum da candidiase é a infeccdo vaginal, chamada moniliase vaginal ou
vulvovaginite por Candida [1].
As infecgdes causadas pelo género Candida ndo se restringem a regido genital
feminina, podendo também acometer outras areas como pele e visceras, podendo
adquirir carater grave nas manifestacdes sisttmicas. O tratamento desta infecgédo

fangica inclui agentes topicos e sistémicos, sendo os mesmos utilizados de forma
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profilatica (em imunodeprimidos) e de forma terapéutica. Em infeccdes localizadas, 0s
agentes topicos sdo preferidos. Um exemplo disso é a manifestacdo oral da candidiase,
especialmente nas formas pseudomembranosa e eritematosa, com tratamento realizado
com medicamentos topicos como a nistatina. Em infec¢es generalizadas e mais graves,
usam-se agentes sistémicos. O uso clinico de medicamentos como antibioticos de largo
espectro também contribui para o aumento do risco das formas graves das infeccdes
fangicas, atualmente classificadas como Infec¢cdes Fungicas Invasivas (IFIs) [2].

As IFIs representam uma relevante causa de enfermidade e mortalidade
mundialmente, especialmente em individuos imunodeprimidos e, dentre os principais
géneros de fungos causadores de IFIs encontra-se o género Candida, sendo este
associado as fungemias hospitalares, principalmente em setores criticos, como as
unidades de terapia intensiva (UTI’s). Este patdgeno associa-Se a internacdo prolongada,
alta taxa de mortalidade e elevado custo hospitalar [3]. Em casos de infeccdo grave e
sistémica, a melhora ou até a sobrevivéncia do paciente depende da rapida identificacdo
do patdgeno e, consequentemente, da introducdo precoce da terapia antifingica.

O aumento observado na incidéncia de IFIs vem acompanhado pelo surgimento
de cepas de fungos resistentes as classes de antiflngicos disponiveis, podendo resultar
em falha terapéutica, fatos que tem estimulado a procura de opg¢des terapéuticas aos
antifangicos utilizados na clinica médica. Quando comparados aos antimicrobianos do
tipo antibacterianos, existe um ndmero limitado de classes de drogas disponiveis contra
infeccbes flangicas, o que leva levam a um crescente interesse pela pesquisa e
desenvolvimento de novas classes que atuem em diferentes alvos dos antifungicos
atualmente em uso [4] . A toxicidade atribuida a determinadas classes de antifingicos,
por ex. a nefrotoxicidade associada ao uso de anfotericina B e a hepatotoxicidade
associada ao uso de cetoconazol, também estimula a busca de novas moléculas que
sejam seletivas/especificas para o metabolismo flngico e que apresentem baixa
toxicidade para humanos [5,6].

Neste contexto, alternativas a base de compostos naturais, tais como 0sS
compostos fenolicos, os Oleos essenciais e extratos de produtos naturais, tém sido
propostos [7]. Existe um interesse crescente em revisitar produtos naturais para a
descoberta de novos medicamentos. Historicamente, produtos naturais obtidos de
plantas e animais foram as fontes de praticamente todas as preparacGes medicinais e,

mais recentemente os produtos naturais continuam a entrar ensaios clinicos ou entdo
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fornecem prototipos moleculares para compostos que entraram em ensaios clinicos,
particularmente agentes antineoplasicos e antimicrobianos [8]. Sendo assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifungica in vitro de dois compostos
isolados de origem vegetal: acido galico e acido elégico.

O acido gélico é um composto fenolico presente em diferentes espécies vegetais
como Hamamelis spp (“Hamamelis™) e Terminalia catappa (“chapéu-de-sol”). O acido
galico é encontrado tanto na forma livre quanto como parte da estrutura de taninos [9,
10]. J& o acido eldgico é um composto polifendlico presente em diferentes espécies
vegetais, tais como Punica granatum (“roma”) e Terminalia catappa (“‘chapéu-de-sol”)
[10].

Metodologia

Cultura de fungos : Leveduras de Candida albicans foram cultivadas em meio liquido
(caldo Sabouraud-dextrose) e as culturas serdo mantidas a 37° C em estufa.

Preparo do indculo: Leveduras de Candida albicans foram cultivadas em caldo
Sabouraud-dextrose em temperatura de 35°C, com ao menos trés repiques sucessivos de
24 horas previamente ao experimento. Para a realizacdo dos ensaios de susceptibilidade
in vitro com o acido galico e o acido elagico, no dia do experimento as leveduras serao
contadas e a suspensdo do indculo foi ajustada para 2,5 x 10% céls/mL em caldo
Sabouraud-dextrose.

Testes de susceptibilidade in vitro: Para realizacdo dos testes de susceptibilidade para
a avaliacdo do efeito antifungico do acido galico e acido elagico (Sigma-Aldrich), foi
utilizado o método de microdiluicdo, de acordo com os parametros estabelecidos pelo
documento CSLI M27 A-3 [11] com modificacbes. O acido galico foi testado em
concentracdes que variam de 1,25 a 10 mg/mL e as microplacas serdo incubadas a 35° C
por 24h. A menor concentracdo capaz de inibir o crescimento do microrganismo nos
pocos sera identificada como a Concentragdo Minima Inibitoria (CIM) da substancia
para este microrganismo. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos 3
vezes, sendo realizados controles com os diluentes dos inibidores (controle-indculo) em
suas concentracgdes finais. Adicionalmente, para cada ensaio, foram realizados controles
com fluconazol (64 pg/mL).

Resultados e Discussao
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Os resultados demonstraram atividade antifangica em culturas de Candida
albicans, na concentracdo 5 mg/mL de &cido galico (figura 1), sendo esta concentragédo
definida como a Concentrag&o Inibitéria Minima (CIM).

Concentragdo de acido gélico (mg/mL)

5 2,5 1,25 0,625 0,31 0,156

Figura 1. Resultado das analises da atividade antiflingica do acido galico. A seta vermelha indica a
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM).

Os resultados obtidos para as analises com o &cido eldgico revelaram a CIM de
5 mg/mL (figura 2).

Concentragdo de dcido elagico (mg/mL)

5 2,5 1,25 0,625 0,31 0,156
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Controle meio- indculo Controle fluconazol

Figura 2. Resultado das analises da atividade antiflngica do acido elagico. A seta vermelha indica a
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM).
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A combinacdo dos resultados gerados a partir deste estudo poderd levar a
otimizacdo destas moléculas através de modificacdes na estrutura molecular, visando a
sintese de novos antifungicos altamente especificos e eficazes no tratamento de

diferentes infec¢des fungicas.

Concluséo
Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram o potencial antifungico

in vitro do &cido galico e do &cido eldgico em culturas de Candida albicans.
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