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Estudo do potencial antifungico do composto D-Limoneno
sobre cepas do género Candida e o desenvolvimento e
avaliacao de um sabonete contendo o produto

Study of antifungical potential of D-limonene compound
on Candida genus strains and the development and
evaluation of a soap coutaining the product

RESUMO
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g(r’a';"’l“a”é’ Dois Vizinhos, Paran, acarretar a candidiase. O tratamento é feito via antiflingicos, porém, uma crescente
resisténcia a estes medicamentos vem preocupando a populac¢do devido aos riscos gerados
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do Parana, Toledo, Parana, Brasil de D-limoneno, um monoterpeno de facil obtengdo e baixo custo no controle de fungos do
género Candida. Para isso foi determinada a concentragdo inibitéria minima (CIM) do
composto sobre os isolados segundo padronizagdo estabelecida pelo Clinical and
Laboratoty Standards Institute (CLSI). Com base na CIM obtida, um sabonete higiénico foi
confeccionado e posteriormente submetido ao teste de controle perante os padrdes do
CLSI. Os resultados mostraram que o D-limoneno empregado diretamente sobre as
Candidas foi eficiente em concentragdes superiores a 36 mg/mL, ja na composi¢cdo do
sabonete as CIM foram de 0,6 a 1,2 mg/mL. O presente estudo revelou que o D-limoneno
possui atividade fungistatica significativa, apresentando maior eficiéncia no sabonete
higiénico, podendo esse ser um possivel produto de higiene intima, visando o controle
destes patogenos.
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:?;;i‘g;&“;g?gs'fs:;;;agg”cioceenséi Fungi of the genus Candida are part of the natural microflora present in the mucous

Creative Commons-Atribuicdo 4.0 membranes and skin of humans, however due to failures in the immune system, these may

Internacional. cause candidiasis. The treatment is done via antifungal, but a growing resistance to these

drugs is worrying the population due to the risks generated by the disease. The search for

new drugs effective in the control of these microorganisms becomes necessary, therefore,
the objective of this work was to verify the efficiency of D-limonene, a monoterpeno easy
to obtain and low cost in the control of fungi of the genus Candida. For it was determined
the minimum inhibitory concentration (MIC) of the compound on the isolates according to
standards established by the Clinical and Laboratoty Standards Institute (CLSI). Based on the
MIC obtained, a hygienic soap was prepared and subsequently submitted to the test of
control before the CLSI standards. The results showed that the d-limonene employed
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directly on The Final Enigma was efficient in concentrations exceeding 36 mg/mL, already in
the composition of the soap the CIM were 0.6 to 1.2 mg/mL. The present study revealed
that the d-limonene has significant fungistatic activity, presenting greater efficiency in
hygienic soap, which may be a possible intimate hygiene product, aiming at control these
pathogens.

KEYWORDS: Fungistatic. CIM. Candidiasis.

INTRODUCAO

Fungos do género Candida sdao hospedeiros oportunistas da mucosa e pele de
seres humanos, quando fatores fisiolégicos, patolégicos e mecanicos modificam o
relacionamento entre hospedeiro e a microbiota, a doenga denominada
candidiase se manifesta (ROSSI et al.,, 2011), atingindo superficies cutaneas e
membranas mucosas resultando em infeccGes como a candidiase oral, vaginal,
peniana e cutanea em suma (HARTMANN et al., 2017).

A maioria dos estudos acerca dessa problematica mostram que o principal
agente das candidiases é a Candida albicans, correspondendo a cerca de 60% dos
isolados clinicos (BARBEDO, 2010). Porém alguns outros agentes também vém
tomando proporg¢do dentre os isolados clinicos, sdo eles: Candida parapsilosis,
Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida tropicalis e Candida glabrata.

O tratamento para candidiase normalmente consiste no uso de pomadas
antifungicas ou medicamentos antimicéticos de uso oral a base de azois, como o
clotrimazol e o fluconazol. Azois sdo compostos heterociclicos aromaticos que
atuam como inibidores da biossintese do ergosterol, sendo esse o componente da
membrana celular de fungos, e o principal regulador da integridade da mesma
(GIUSIANO et al., 2006).

Observando a crescente insuficiéncia dos antiflingico tradicionais no controle
de patégenos como os do género Candida, a busca por novos compostos com
amplo espectro de agdo, baixo custo, e alta eficiéncia no tratamento tornam-se
necessarias. Uma alternativa viavel é o uso de agentes organicos, como o D-
Limoneno, o monoterpeno mais abundante na natureza (BAUER et al., 2001).

Estudos acerca do efeito antimicrobiano e antifungico de diversos
monoterpenos obtidos através de 6leos essenciais como é o caso do citral,
citronelal e isopulegol (GARCIA, 2008), vem obtendo resultados positivos quanto a
inibicdo e controle de certos patdgenos, tornando o D-Limoneno um potencial
agente antiflingico eficiente, de baixo custo e de grande abundancia no Brasil.
Devido a escassez na literatura sobre o uso isolado do D-Limoneno contra fungos
patogénicos, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do composto
majoritario isolado e presente em odleos essenciais contra fungos do género
Candida.

MATERIAL E METODOS

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)
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A CIM foi realizada segundo padronizacdo estabelecida pelo Clinical and
Laboratory Standarts Institute (CLSI, 2005). Para a determinacdo da mesma, células
vidveis de Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei e Candida
parapsilosis foram retiradas de placas de agar Sabouraud e semeadas em
erlenmeyers contendo caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI), seguidas de
incubacdo durante 36 horas a 30°C. Apds o crescimento, os indculos foram
preparados seguindo a escala 0,5 McFarland, isto é, densidade éptica de 0,12 a 530
nm, correspondendo a cerca de 2,5 x 10° unidade formadoras de colénia (UFC) por
mL ajustadas em espectrofotbmetro. Para preparacdo do D-Limoneno foram
usados 0,35 mL do mesmo, 0,02 mL de emulsificante Tween 80, e 0,63 mL de caldo
BHI, a solucdo foi homogeneizada em vortex, e 200 pL da solugdo foram
adicionados aos quatro primeiros pocos da primeira coluna da microplaca.
Posteriormente 0,1 mL de caldo BHI foram dispostos aos demais pocos da placa
seguidos pela diluicdo realizada a propor¢cdo de 1:1. Em seguida com a
concentracdo celular ja conhecida, 0,02 mL da suspensao celular foram inseridas
em cada um dos 96 pocos. As microplacas foram incubadas por 48 horas a 30°C.
Para a revelacdo da CIM foram adicionados 0,02 mL do corante de viabilidade
celular cloreto de trifeniltetrazdlio (TTC) a 1% e as microplacas incubadas
novamente a 30°C por mais 24 horas. A determinacdao da CIM é uma correlacdo
entre o aparecimento de uma coloracdo avermelhada nos pocos e a sedimentacao
de células na parte inferior dos mesmos.

FABRICACAO DO SABONETE

Para a fabricacdo do sabonete foram utilizadas 0,85 g de base glicerinada, 0,1
mL de Lauril sulfato de sddio, 0,05 mL de Tween 80, 1 gota de corante alimenticio
e 0,6 mL de D-Limoneno, cerca de 0,5 g. A concentracdo base do composto usada
foi a antecessora ao pogo da CIM, sendo ajustada a 3,3 % m/v e posteriormente
aumentada em 10 vezes para confeccdo do sabonete. Em um béquer foram
adicionadas a base glicerinada e o Lauril, o recipiente foi entdo levado ao banho
maria a temperatura de 60 °C até a liquefacdo total da solucdo, em seguida
adicionou-se o D-Limoneno emulsionado com Tween 80 e o corante. Apds a
mistura, a solucao foi depositada em formas de pldstico para a solidificagdo e
posterior embalagem.

O mesmo procedimento foi empregado na confec¢do de um sabonete
controle, sem a adi¢ao de D-Limoneno, sendo este substituido por agua destilada.

AVALIACAO DO EFEITO ANTIFUNGICO DE D-LIMONENO EMPREGADO EM
SABONETE CASEIRO

Para tal o mesmo método empregado na CIM foi usado, alterando somente a
preparacao do composto a ser analisado. 1 g do sabonete sélido foi diluido em 10
mL de dgua destilada com auxilio de agitador magnético. Essa nova solugdo agora
com a concentracgdo de 3,9 % v/v foi adicionada aos 6 primeiros pogos da primeira
coluna da microplaca, seguido dos procedimentos padrdes da CIM.
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AVALlACAO IN VITRO DO EFEITO ANTIFUNGICO DO SABONETE ATRAVES DO
METODO DE spot -test

O spot-test consiste em um teste posterior ao da CIM, podendo este revelar
uma possivel atividade fungicida ou fungistdtica do composto frente a uma
determinada espécie de Candida neste caso, através do crescimento ou auséncia
do mesmo. Para isso, apds o periodo de incubagdo das microplacas, verificou-se a
presenca de células nos pogos através da diferenca de turbidez, qualitativamente
definindo assim a CIM. Com a concentracdo definida foram retirados e inoculados
em placas de petri contendo dgar Sabouraud aliquotas de 0,005 mL de cada poco
adjacente ao da CIM de todas as repeti¢cdes, em sequéncia, mantendo cerca de 1
cm de cada ponto inoculado. Apds o indculo, as placas foram incubadas em estufa
a 30°C durante 24 horas. O resultado é evidenciado frente ao crescimento ou
auséncia de células em cada um dos pontos da placa inoculados.

RESULTADOS

A Tabela 1 é o resultado do teste da concentracdo inibitéria minima de D-
Limoneno, revelando assim a menor concentracdo do monoterpeno capaz de
impedir o metabolismo das Candidas, nesse caso. O score para a CIM é dado com
a presenca do composto cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) que quando reduzido
pelo metabolismo de microrganismos a formazano, apresenta coloracdo
avermelhada, logo a presenca de uma coloracdo avermelhada nas microplacas
indica a atividade metabdlica, evidenciando assim o crescimento ou ndo do fungo
nas mais diferentes concentracdes de D-Limoneno.

Tabela 1 — CIM de D-Limoneno frente aos fungos do género Cdndida

Microrganismo CIM (mg/ml)

Candida albicans 18,4
Candida krusei 4,6
Candida glabrata 36,8
Candida parapsilosis 18,4

Fonte: Autoria prépria (2019).

Neste experimento evidenciamos também a resisténcia das quatro cepas
frente a dois dos mais comuns antifingicos comerciais, o fluconazol, e o
clotrimazol. Os fungos foram resistentes a concentra¢des de até 100 mg para
ambos.

Com base na CIM obtida no primeiro ensaio (Tabela 1), determinou-se a
concentragdo de D-Limoneno a ser usada na fabricacdo do sabonete, suficiente
para inibicdo dos patdgenos, entretanto, o valor de 36,8 mg/ml correspondente a
CIM do composto puro que garantisse a inibicdo total de todos os fungos nao foi
usada, a mesma serviu como base para que fosse determinada uma concentragao
mais elevada, garantindo assim a eficacia do monoterpeno quando misturado aos
componentes usados na fabricagao do sabonete.

Péagina | 4



. = IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVACAO
q El XXIV SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA r PR
UNIVERSIDADE TECNOLGGICA FEDERAL DO PARANA

11 a 13 de Novembro | Pato Branco - PR
. C"ICITE | e

UTFPR - CAMPUS PATO BRANCO

Como a acdo dos componentes usados na fabricacdo do sabonete sobre o
crescimento do patégeno era desconhecida, um controle foi desenvolvido,
substituindo o D-Limoneno por dgua em sua composi¢ao. O controle mostrou que
0s microrganismos sao resistentes a composi¢cdo quimica do sabonete, exceto
onde ndo ha a presencga de nutrientes.

A Tabela 2 mostra o resultado da CIM do sabonete contendo D-Limoneno.
Observa-se uma consideravel diminuicdo da concentracdo do monoterpeno
quando disposto na formulacdo do sabonete necessdria para a inibicdo do
crescimento de C. albicans, C. glabrata e C. parapsilosis.

Para C. krusei a concentracdo do sabonete foi de fato eficiente, porém nao
muito diferente do composto puro. Tal fato pode ter ocorrido devido a uma
resisténcia ja adquirida, desenvolvendo assim mutacdes apds a exposicdo ao
composto, havendo a sele¢do e sobrevivéncia destes mutantes (KANAFANI et al.,
2008).

Tabela 2 — CIM do sabonete a base de D-Limoneno

Microrganismo CIM (mg/ml)

Candida albicans 1,2
Candida krusei 1,2
Candida glabrata 0,6
Candida parapsilosis 0,6

Fonte: Autoria propria (2019).

O método do spot-test revelou que para C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis
o sabonete teve agao fungistatica, ndo provocando a morte celular, mas sim a
inibicdo do crescimento. J& para C. glabrata o mesmo agiu como fungicida,
provocando a morte celular em todas as concentragdes iguais ou superiores a de
0,6 mg/ml.

DISCUSSAO

Os resultados sugerem uma maior efetividade do composto quando em
conjunto com a formulacdo do sabonete, o que pode ser causado devido aos
componentes do mesmo, entretanto tal possibilidade é descartada no
experimento correspondente ao grupo controle, uma vez que ndo ha a presenca
do monoterpeno. Uma possivel hipdtese seria a de uma reacdo sinérgica entre o
D-Limoneno e os componentes do sabonete, que por fim tornaram esse novo
produto de fato mais efetivo no controle das Candidas.

CONCLUSAO

Ha um grande potencial fungistdtico de D-Limoneno sobre os fungos do
género Candida, mostrando-se mais eficiente quando disposto na composi¢do de
sabonetes higiénicos, podendo esse ser um possivel produto de higiene intima e
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de uso cutdaneo em geral visando o controle destes patdgenos. Para isso, testes de
sensibilizacdo do produto a pele devem ser realizados.

AGRADECIMENTOS

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico (CNPq) pelo fomento a
bolsa de pesquisa pelo Programa Institucional de Bolsas de Iniciacdo Cientifica
(PIBIC). Ao meu orientador Prof. Dr. Cleverson Busso, pelo empenho dedicado a
orientacdo deste trabalho. A Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, em
especial ao Campus Dois Vizinhos pela disponibilizacdo do espaco fisico
laboratorial para que este trabalho pudesse ser desenvolvido. E a todos que direta
ou indiretamente fizeram parte deste trabalho.

REFERENCIAS

BARBEDO, Leonardo S. Candidiase. Review. 22, n. 1, p. 22—-38, 2010.

BAUER, K.; GARBE, D.; SURBURG, H. Common Fragrance and Flavor Materials.
Preparation, Properties and Uses. 4th ed. Wiley VCH, Weinheim: Wiley - VHC,
2001. 293 p.

GARCIA, Roxana et al. Antimicrobial activity and potential use of monoterpenes as
tropical fruits preservatives. Brazilian journal of microbiology : Brazilian Society for
Microbiology. v. 39, n. 1, p. 163-8, 2008.

GIUSIANO, G; EZKURRA, P A; QUINDOS, G. Review Antifungal agents : Mode of
action in yeast cells. Sociedad Espafiola de Quimioterapia, v. 19, n. June, p. 130-
139, 2006.

HARTMANN, Andreia et al. Incidéncia de Candida spp. na mucosa oral de pacientes
infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana ( HIV ) no municipio de Santo
Angelo-RS. Revista de epidemiologia e controle de infec¢do, p. 1-6, 2017.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.17058/reci.v6i3.6556%09>.

KANAFANI, Zeina A; PERFECT, John R. Resistance to Antifungal Agents:
Mechanisms and Clinical Impact. Antimicrobial resistance. v. 46, 2008.

NCCLS. Metodologia dos Testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por
Dilui¢do para Bactéria de Crescimento Aerdbico. [S.I: s.n.], 2005. v. 23.

ROSSI, Tatianeet al. Interagdes entre Candida albicans e Hospedeiro, p. 15-28,
2011.. Diposnpivel em: <http://dx.doi.org/10.5433/1679-0367;2011v32n1p15>.

Pégina | 6



. = IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVAGAQ
—— 13 XXIV SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA rPR

11 a 13 de Novembro | Pato Branco - PR
. C"ICITE | e

UTFPR - CAMPUS PATO BRANCO

Péagina | 7



