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Resumo

Nos ultimos anos as infecc¢des fungicas tém aumentado consideravelmente e um dos principais agentes
etiolégicos causadores sdo as leveduras do género Candida spp. Com o aumento de infec¢Bes flngicas
causadas por Candida spp. e a escassez de tratamento para as formas mais graves da doenca, a busca
por novos antifiingicos se torna essencial, justificando a necessidade de prospecc¢do de novos agentes
terapéuticos. Este estudo tem por objetivo avaliar a atividade antifingica de nove compostos triazélicos
derivados do eugenol contra Candida albicans e espécies ndo-albicans. Foram realizados testes
antifiingicos com compostos triazélicos nas concentracdes de 31,25; 62,50; 125; 250 e 500 ppm. Trés
compostos apresentaram atividade antifingica, com concentragdes inibitérias minimas (CIM) variando
de 62,50 — 500 ppm. A acéo fungicida variou entre 125 e 500 ppm. Os compostos demonstraram
potencial como novas opcdes terapéuticas, mas sao necessarios mais estudos para elucidar seus
mecanismos de acéo e avaliar sua eficacia clinica.

Palavras-chave: Candidiase. Eugenol. Fungicida. Triazol.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude.
Introducéo

A candidiase tem ganhado destaque global devido ao aumento de infec¢des causadas por espécies
do género Candida, como Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis e Candida
parapsilosis. Estes fungos séo integrantes da microbiota de vérias mucosas do corpo humano, incluindo
a boca, trato gastrointestinal, sistema geniturinério e até mesmo a pele. Em condic¢des favoraveis, como
desequilibrios na microbiota, comprometimento imunoldgico ou uso prolongado de antibiéticos, esses
microrganismos podem adquirir caracteristicas patogénicas, levando ao desenvolvimento de infec¢des
fungicas localizadas, conhecidas como candidiase, ou infec¢des sistémicas (Ferrdo, 2020; Serra et al.,
2018).

O tratamento das infecgbes flngicas causadas por Candida frequentemente requer terapias
prolongadas e dispendiosas, particularmente no caso de candidiase invasiva. Além disso, a
disponibilidade de antifungicos é significativamente menor em compara¢cdo com antimicrobianos
utilizados para infecg8es bacterianas, somado a isto, tem-se a diminui¢éo na eficacia dos tratamentos
devido ao aumento da resisténcia dos patégenos a antifiingicos atuais, como 0s azois e polienos
(Fakhim et al., 2018; Giolo; Svidzinski, 2010; Silva et al., 2021).

Com o aumento continuo das infec¢des fungicas e o surgimento de linhagens de Candida
resistentes aos antifingicos disponiveis, além das opc¢des terapéuticas restritas, € fundamental
implementar novas abordagens para o tratamento antifingico (Toledo, 2020; Rocha et al., 2021). Nesse
contexto, o uso histdrico e crescente das plantas medicinais, conhecidas por suas propriedades
curativas e preventivas, oferece uma perspectiva promissora para o desenvolvimento de novos
tratamentos antifingicos (Ferreira et al., 2019; Carvalho et al., 2020).

O Brasil possui uma vasta diversidade de plantas medicinais, e a utilizacdo de produtos naturais
extraidos dessas plantas surge como uma estratégia promissora para o0 desenvolvimento de
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medicamentos (Hasenclever et al., 2017; Mattos et al., 2018). Compostos derivados de substancias
bioativas de planta medicinal representam uma importante fonte para a busca de novos agentes
terapéuticos. Os compostos azélicos constituem a base da maioria dos medicamentos utilizados no
tratamento de micoses. Dentro desta classe, os triazdis tém sido amplamente estudados e demonstrado
resultados promissores (Silva, 2021).

O eugenol, um fenol natural, componente majoritario de 6leos essenciais como o cravo-da-india,
tem-se destacado por suas propriedades terapéuticas, incluindo a¢des analgésicas, antibacterianas e
antifiingicas (Fontenelle et al., 2011, Ferreira et al., 2024). Estudos demonstram que o eugenol é eficaz
contra linhagens de Candida albicans e Candida nao-albicans, tornando-o uma alternativa promissora
para o tratamento da candidiase (Ferreira et al., 2024; Silva, 2021).

Ao combinar as propriedades terapéuticas dos triazéis com o potencial antimicrobiano do eugenol,
0s compostos triazélicos derivados do eugenol representam uma estratégia promissora na busca por
novos tratamentos para infec¢des flngicas. Dessa forma, esta pesquisa tem como objetivo investigar
o0 potencial antifingico de nove compostos triazélicos derivados do eugenol frente as linhagens controle
de C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis.

Metodologia

Foram utilizadas as linhagens C. albicans (ATCC 24433), C. glabrata (ATCC2001), C. krusei
(ATCC20298), C. parapsilosis (ATCC22019) e C. tropicalis (ATCC750).

A determinacédo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada pelo método de microdiluicdo
de caldo, seguindo as especificacbes pré-estabelecidas pelo Clinical & Laboratory Standards Institute
- CLSI (2008). O in6culo foi preparado a partir de uma colénia isolada obtida a partir do crescimento
leveduriforme no meio Agar Sabouraud-Dextrose (ASD). A turbidez dos inéculos foi ajustada para uma
turbidez de 0,5 na escala de Mac Farland, o que equivale a 1,5 x10% UFC/mL. Os ensaios foram
realizados em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pogos de fundo redondo, em triplicata. A
mistura de reacao final teve um volume de 200 yL, o meio de cultura utilizado foi caldo Sabouraud-
Dextrose (CSD).

Os nove compostos triazolicos foram testados nas concentra¢des de 31,25; 62,5; 125; 250 e 500
ppm. Apés a montagem, as microplacas foram incubadas a 35 = 2° C por 24 - 48h. Em seguida foi
realizada a inspecéo visual do crescimento fungico. Cada microplaca teve um controle de esterilidade
(sem in6culo), controle de crescimento (in6culo + meio de cultura) e um controle positivo (in6culo +
meio de cultura + anfotericina B), todos submetidos as mesmas condi¢des de cultivo. Apés o teste de
microdiluicdo em meio liquido foi feito o plagueamento dos pogos da CIM dos compostos e do controle
positivo, em placas de Petri contendo 25 mL de ASD. As placas foram incubadas a 35 + 2° C por 24
horas.

O resultado foi definido pela presenca ou auséncia da formacdo de coldnias, sendo a acéo
classificada como fungistatica ou fungicida, respectivamente. A concentracao fungicida minima (CFM)
foi definida como a menor concentracdo dos compostos que foram capazes de impedir o crescimento
visivel do subcultivo.

Resultados

Neste estudo, foi realizada inicialmente uma triagem com nove compostos triazdlicos. Dentre esses
compostos, trés triazdis (EPT1, EPTS5 e EPT9) demonstraram a capacidade de inibir o crescimento de
todas as leveduras avaliadas. A CIM foi definida como a menor concentracdo do composto capaz de
inibir completamente o crescimento fungico apds o periodo de incubacéo (Tabela 1).

A CIM dos compostos triazolicos testados variou de 500 a 62,5 ppm. No entanto, é importante notar
gue, dentro dessas faixas de concentracéo, alguns compostos demonstraram apenas acao fungistatica.
Por outro lado, a CFM, que representa a menor concentracdo capaz de erradicar completamente o
crescimento das leveduras, variou entre 500 e 125 ppm (Tabela 1). Esses dados destacam a variacao
na eficacia dos compostos e fornecem informagdes cruciais sobre suas propriedades antifungicas.

Tabela 1 - Concentracdo inibitéria minima e concentracéo fungicida minima (ppm) dos compostos triazolicos
derivados de eugenol frente a linhagens de Candida albicans e ndo-albicans.

C. albicans C. glabrata C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis
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Derivadodo  ~\\v ceM oM CFM CGM CEM CIM CEM CIM CFM
eugenol
EPT1 250 500 250 250 250 250 250 250 625 125
EPT5 250 250 250 250 250 250 125 125 125 250
EPT9 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500
Fonte: o autor.
Discusséo

O presente estudo demonstrou a atividade antifingica dos trés compostos triazdlicos sobre C.
albicans e espécies ndo-albicans através da determinacdo da CIM por microdiluicdo em caldo. Por meio
desta técnica é possivel avaliar se os compostos inibem o crescimento flingico e determinar a CIM da
droga. Este procedimento é aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) e estabelecido como
padrédo pelo CLSI para a determinacgéo de susceptibilidade a antimicrobiano (Ostrosky et al., 2008). Os
compostos EPT1, EPT5 e EPT9 demonstraram potencial antifiingico ao inibir o crescimento de todas
as espécies de Candida nas diferentes concentragfes testadas. No entanto, a eficacia geral dos
compostos varia significativamente.

O composto EPT1 apresentou os menores valores de CIM e CFM, 62,5 ppm e 125 ppm,
respectivamente, frente a C. tropicalis. Para as demais linhagens, como C. albicans, C. glabrata e C.
krusei, 0 EPT1 exibiu CIM e CFM maiores, semelhante ao EPT5.

O composto EPT5 apresentou a menor CIM e CFM para C. parapsilosis. Contudo, a eficacia do
EPTS5 foi intermediaria para C. tropicalis, quando comparado ao EPT1 e EPT9. Por outro lado, o
composto EPT9 apresentou CIM e CFM uniformemente elevadas (500 ppm) para todas as linhagens
testadas, indicando a menor eficacia entre os compostos avaliados.

Quando se compara a sensibilidade das linhagens de Candida, observa-se que C. tropicalis € mais
suscetivel ao EPT1, exibindo CIM e CFM baixas, enquanto C. krusei e C. glagrata apresentaram CIM
e CFM mais altas para todos os compostos testados. Os maiores valores de CIM e CFM, dos 3
compostos avaliados, foi observado frente a C. albicans.

A partir dos dados apresentados na tabela 1, verifica-se que os compostos EPT1 e EPT5 na
concentracdo de 250 ppm séo eficientes na inibicdo do crescimento de todas as linhagens avaliadas,
em contraste, ao EPT9 que necessita de uma concentracdo de 500 ppm para promover a inibicdo do
crescimento fungico.

Os compostos triazélicos derivados de eugenol, incluindo EPT1, EPT5 e EPT9, demonstraram
potencial antifingico ao inibir o crescimento de diversas espécies de Candida nas diferentes
concentracdes testadas. A eficacia variada entre esses compostos destaca a necessidade de uma
andlise mais detalhada para identificar quais triazélicos oferecem as melhores perspectivas
terapéuticas para o tratamento de candidiase.

Estudos recentes corroboram a eficidcia antimicrobiana dos derivados de eugenol (Didehdar,
Chegini, Shariati, 2022; Jardim, 2018; Lima et al., 2021). Ferreira et al. (2024) avaliaram a eficacia do
eugenol contra linhagens clinicas de C. tropicalis, encontrando CIM e CFM de 64 ppm e 512 ppm,
respectivamente. Para linhagens ATCC, as CIM e CFM foram 128 ppm e 512 ppm. Esses resultados
confirmam a atividade antifingica do eugenol em concentracdes relativamente baixas, o que é
consistente com os resultados observados no presente estudo. Fregnan et al. (2016) também
mostraram potencial antifingico e agdo fungicida de compostos benzisoxazolidinénicos derivados do
eugenol contra C. glabrata e C. krusei, reforcando a importancia de explorar diferentes derivados do
eugenol para ampliar as op¢des de tratamento.

Os triazéis, que pertencem a classe dos azoélicos, constituem a base da maioria dos medicamentos
antifiingicos atualmente utilizados. Esta classe de compostos tem sido amplamente estudada e
demonstrado resultados promissores para o tratamento de micoses (Silva, 2021). Portanto, a
investigacdo de novos triazélicos e seus derivados € essencial para otimizar as estratégias de
tratamento contra infec¢des fungicas, alinhando-se aos achados de eficacia dos compostos derivados
de eugenol discutidos anteriormente.
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Conclusao

Dos nove compostos triazélicos derivados do eugenol avaliados, os derivados EPT1, EPT5 e EPT9
exibiram um significativo potencial antifingico, inibindo o crescimento de todas as leveduras testadas.
A CIM dos compostos variou de 62,5 a 500 ppm e a CFM, por sua vez, variou de 125 a 500 ppm,
indicando a capacidade desses compostos de erradicar completamente o crescimento fingico em
determinadas concentraces. O EPT1 apresentou menores valores de CIM e CFM contra C. tropicalis,
0 EPT5 mostrou menores valores de CIM e CFM frente a C. parapsilosis, e 0 EPT9 apresentou maiores
valores de CIM e CFM contra a todas as linhagens avaliadas. Esses achados destacam o potencial dos
compostos EPT1, EPT5 e EPT9 como promissores agentes antifingicos, fornecendo uma base soélida
para futuros estudos e desenvolvimento de novos tratamentos para infec¢des fungicas. Estudos
adicionais sdo necessarios para identificar o mecanismo de acéo dos triazélicos derivados de eugenol
e para confirmar sua eficacia em contextos clinicos variados.
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