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Resumo: A candidfase € uma infecc@o fiingica causada por leveduras do género Candida que vivem nas mucosas € sO
causam doenca quando existem condi¢cdes que favorecam o seu crescimento, como nos pacientes imunodeprimidos
infectados pelo virus HIV. Os relatos de resisténcia verificados em isolados de Candida albicans, principalmente em
pacientes imunocomprometidos, e a necessidade de um tratamento rdpido e eficaz fazem com que haja um grande
interesse em estudos que sejam capazes de utilizar testes de susceptibilidade “’in vitro’’ para a escolha da terapia
adequada. O objetivo deste trabalho foi de determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos antifiingicos
clotrimazol e terbinafina sobre 19 isolados de Candida albicans, oriundas de pacientes HIV positivos e HIV negativos
com candidose oral eritematosa para detectar possivel resisténcia. Utilizou-se a técnica de dilui¢@o de antiftingicos em
agar e posterior inoculacdo das amostras em regides demarcadas na placa de Petri. Verificou-se que a CIM para a
terbinafina variou de 32 a 128 ug/mL enquanto que, para o clotrimazol, a CIM variou de 16 a 128 pg/mL. Este estudo
nos permitiu concluir que a maioria das cepas de C. albicans isoladas apresentou valores de CIM elevados indicando
resisténcia e estes ndo variaram de um antifiingico para outro, bem como ndo houve diferencas das CIM entre as
amostras de pacientes HIV positivos e HIV negativos.

Palavras-chave: candidiase bucal. terbinafina. clotrimazol.C. albicans . HIV

Determination of Clotrimazole and Terbinafine Minimum Inhibitory
Concentration on Candida albicans isolates from HIV -positive and HIV-negative

patients oral mucosa

Abstract: Candidiasis is a fungi infection caused by yeasts from Candida genus, that live in the mucosas and just
causes illness when there are favoring conditions to its growth, like immune compromised HIV infected patients.
Resistance reports verified in Candida albicans isolates, especially in those immune compromised, and fast and
efficient treatment need cause there to be a great interest in studies capable of using in vitro susceptibility tests to
adequate therapy choose. The objective of this study was to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of
antifungal agents clotrimazole and terbinafine on 19 isolates of Candida albicans isolated from HIV positive patients

95
Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trés Coragdes, v. 10, n. 1, p. 95-104, 2012



and HIV-negative with oral erythematous candidiasis to detect possible resistance. Using agar antifungal dilution
thecnic and sample at demarcated regions on Petri dish. It was verified that MIC to terbinafine varied from 32 to 128
pug/mL while to clotrimazole, MIC varied from 16 to 128 pg/mL. This study allowed concluding that almost samples
showed elevated MIC values among HIV positive or negative patients.

Keywords: oral candidiasis. terbinafine. clotrimazole. C. albicans. HIV

INTRODUCAO

A candidiase ou candidose é uma
infeccdo fingica produzida pela levedura
Candida albicans, que vive nas mucosas e
causa doenca quando existem condigdes que
favorecam o seu crescimento. E a mais
comum das infec¢des flngicas que afetam a
boca; podem desenvolver-se em qualquer
da mucosa e

superficie em pacientes

infectados pelo HIV, que normalmente,
apresentam a lesdo no palato duro e palato

mole (AIDS, 2003).

No primeiro caso de doencga notificado
que, posteriormente, foi diagnosticado como
AIDS, a candidiase foi descrita como uma das
caracteristicas da doenca em 4 de cada 5
pacientes. E também encontrada nos aspectos
clinicos de quase todos os pacientes que
participam dos antigos grupos de risco:
hemofilicos, pacientes que sdo submetidos a
transfusdes sanguineas ou usudrios de drogas.
A forma bucal pode ser o primeiro sinal ou
sintoma de infeccdo pelo HIV. Observam-se 3
formas clinicas predominantes em pessoas
HIV

positivo: Eritematosa,

Pseudomembranosa e Queilite

(AIDS, 2003).

Angular
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Geralmente, o tratamento € efetivo,
pelo menos nos casos em que o paciente ndao
se encontra nos estdgios finais de infec¢do
pelo HIV, sendo fundamental a identificacdo
e eliminagdo do fator predisponente. O maior
problema é que sdo infec¢Oes cronicas que
requerem tratamentos continuos. A
terapéutica exige o uso de antiftingicos
topicos e sist€micos e a incorporagdo de
bochechos com substincias alcalinas. A
Nistatina aplicada topicamente, o Cetoconazol
de uso sistémico ou a Anfotericina B sdo
medicamentos utilizados, bem como o
Fluconazol, em casos de resisténcia. Uma boa
higienizagdo bucal ¢é importante para o

sucesso do tratamento .

Um dos primeiros medicamentos
eficazes no tratamento de candidiase foi a
nistatina. Esta droga, entretanto, apresenta
toxicidade quando usada por via intravenosa e
ndo € absorvida pelo trato gastrointestinal. Em
funcdo disso, novas pesquisas continuaram a
ser feitas, propondo o uso de Anfotericina B,
que apesar de alta eficdcia é também dotada
de alta toxicidade (MEDOFF, 1980; MEYER,
1994; WALSH, 1994).

Outras drogas

antifingicas como a 5-fluorcitosina e

derivados azdlicos com reduzido efeito toxico
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surgiram no mercado mais recentemente

(TEREEL; HUGHES, 1992).

A candidiase de orofaringe,
normalmente, diagnosticada em mais de 75%
dos pacientes com AIDS, durante o decorrer
da enfermidade, além de recidivar em alta
freqliéncia leva a um desconforto durante a
mastigacdo dos alimentos. Estes fatores
acarretam diminuicdo do estado imunolégico
e faz-se necessdrio o tratamento eficaz e de
maneira rapida. (KERRIDGE; NICHOLAS,
1986; IWATAK, 1992; DUPONT, 1994;
COLOMBO, 1994). O uso freqiiente de
terapia antifiingica em pacientes com AIDS,
visto as constantes recidivas de candidiase
bucal ou esofigicas, ¢é fator que

provavelmente influencia na ocorréncia de

resisténcia a diferentes drogas .

O grande ndmero de drogas
antifingicas, o relato de resisténcia verificado
em isolados de Candida, principalmente em
pacientes  imunocomprometidos, e a
necessidade de um tratamento rdpido e eficaz
fazem com que haja um grande interesse em
estudos que sejam capazes de padronizar
testes de susceptibilidade in vitro para a
escolha da terapia adequada (MERZ, 1986;
KORTING et al, 1988; SHADOMY;
PFALLER, 1991; ALVES e CURY, 1992;
GALGIANI et al., 1992; COLOMBO, 1994;

NCCLS, 1997).

Os métodos utilizados na execugdo
dos testes de suscetibilidade para fungos
geralmente  s@o

adaptacdes  daqueles

empregados para bactérias. As técnicas
disponiveis baseiam-se na diluicdo em caldo,
dilui¢do em 4gar e difusdo em dgar. Os dois
primeiros testes, avaliam a concentra¢do
inibitéria minima (CIM) da droga capaz de
inibir o crescimento do fungo, ou ainda a
concentracdo fungicida minima (CFM) que é
a menor concentracio da droga capaz de

matar o fungo .

No entanto, os testes de sensibilidade a
drogas in vitro, ndo tém sido empregados
rotineiramente, embora eles fornecam
informacdes valiosas quanto a pesquisa de
novas substancias, resisténcia aos
antifingicos de wuso freqiiente, controle
terapéutico de infecgdes e caracterizacdo de
amostras fingicas (MERZ, 1986; KORTING
et al., 1988; SHAMADOMY; PFALLER,

1991).

Além disso, fatores como solubilidade,
estabilidade quimica e modo de agdo da
droga, composicdo e pH dos meios de cultura,
tempo e temperatura de inoculacgdo,
concentracio do inéculo e a definicio do
ponto de inibicio (McGINNIS, 1980;
PFALLER et al 1988; SHADOMMY;
PFALLER, 1991; GALGIANI et al., 1992)
sdo  os  principais  interferentes  na
reprodutibilidade dos testes de sensibilidade
aos antifingicos, além da falta de utilizagdo
de um unico método por diversos autores,
para que seus resultados possam ser

compardveis (LACAZ; PORTO; MARTINS,
1991; GALGIANI et al., 1992).
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Dentre os antifiingicos utilizados, o
Clotrimazol (Figura 1) apresenta amplo
espectro de acdo, inibindo a biossintese do
ergosterol e de outros esteréides, danificando
e alterando a permeabilidade da membrana
celular do fungo, resultando na perda de
elementos intracelulares essenciais. Seu
mecanismo de agdo envolve também a
inibicio da biossintese dos triglicérides e
atividade

fosfolipideos fingicos, da

enzimatica oxidativa e peroxidativa,

resultando em aumento intracelular de

concentracdes toxicas de perdxido de

hidrogénio que contribuem para a

deterioracdo de organelas subcelulares e

necrose celular .

Figura 1 — Férmula estrutural do Clotrimazol.

Ja a Terbinafina (Figura 2) é um
antifingico sintético inibidor ndo competitivo
da escalene epoxidase, enzima necessdria para

a biosintese do ergosterol .
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Figura 2 — Férmula estrutural da Terbinafina.

Diante da necessidade de ampliagdo o
conhecimento sobre a acdo dos antiftingicos
empregados na terapéutica da candidiase oral,
o presente estudo teve como objetivo avaliar a
eficiéncia dos antifiingicos Terbinafina e
Clotrimazol em culturas isoladas de Candida

albicans.

MATERIAL E METODOS

Os isolados de C. albicans foram

obtidos de 52 pacientes da clinica
odontolégica da Universidade de Sdo Paulo
(USP) com sintomas de candidiase bucal
eritematosa, mediante assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido. O presente
trabalho foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UNINCOR.
Os antifingicos utilizados nestes
experimentos correspondem a produto de alta
pureza fornecido

pelos respectivos

fabricantes. A técnica utilizada foi a da
diluigdo em agar utilizada por ALVES e
CURY (1992). A composicdo dos meios de

cultura e solugdes estd descritas nos anexos.

Foi utilizado meio agar tampao fosfato.
O agar foi fundido na 4gua fervente e a seguir
acrescentados os sais. O meio de cultura foi

esterilizado em autoclave.

Como meios de reserva foram utilizados
caldo e agar Yeast Nitrogen Base Phosphate
(YNBP). Os componentes sélidos foram

misturados em tampdo levemente aquecido e
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posteriormente o meio foi esterilizado por

filtragdo e conservado a 4°C.

Os componentes foram misturados em

condicdes assépticas e distribuidos em
aliquotas de 7 mL em tubos estéreis e

estocados a 4°C até o momento do uso.

O meio foi preparado no momento do
uso. O meio de reserva foi misturado, sob
condi¢cOes assépticas, ao agar tampdo fosfato
fundido e resfriado a 45°C. Foram
distribuidos volumes de 18 mL em tubos

estéreis e mantidos em banho — maria.

Ao tampao levemente aquecido foi
adicionado tween 80 e volumes de 4 mL
foram distribuidos em tubos, e a seguir
esterilizados em autoclave a 121 °C por 15

minutos.

Para o preparo das solugdes estoques de
antifingicos, foram pesados 25,6 mg de cada
antifingico e dissolvidos em 1 mL de dimetil
sulféxido. Apds o preparo da solucdo em tubo
estéril, a mesma foi deixada em repouso por
10 minutos para auto esterilizagdo e
posteriormente realizado as dilui¢des no caldo

YNBP.

Para a diluicio das drogas e dos
meios, foi preparada uma série de 10 tubos,
sendo que o primeiro tubo continha 19 mL de
caldo YNBP e os demais, 7 mL de caldo
YNBP. Ao primeiro tubo foi adicionado 1 mL
da solugdo estoque do antifiingico e feita
homogeneiza¢do. A partir deste tubo, foram
realizadas dilui¢cdes seriadas ao dobro, até

alcancarmos o tubo numero 10. De cada tubo
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da série com as diluicdes da droga, foi
transferido 2 mL para outros 10 tubos
contendo cada um, 18 mL de agar YNBP

mantidos a 45°C.

Ap6s homogeneizacdo o meio com a
droga incorporada foi vertido em placas de
Petri estéreis. Apos solidificacdo, estas foram
conservadas em geladeira por no mdximo
uma semana. As concentragdes finais das
drogas variaram entre 0,25 pg/mL a 128

pg/mlL.

Na obten¢do dos indculos, a partir dos
cultivos de 48 horas a 25°C em agar
Sabouraud dextrose das amostras de C.
albicans, foram feitas suspensdes em 5 mL de
tampdo fosfato com Tween 80. O indculo foi
padronizado por fotometria em
espectrofotdmetro com absorbancia entre 0,05
a 0,08 em 530
aproximadamente 10° UFC / mL (PFALLER
et al., 1988; SHADOMY e PFALLER, 1991;

GALGIANI et al., 1992).

nm equivalente a

As suspensdes padronizadas de C.
albicans foram inoculadas num volume de
10uL nas placas contendo antiftingico num
total de 20 amostras por placa. Apds a
secagem natural do in6culo as placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. A leitura foi
realizada anotando a presenca ou auséncia de
crescimento da levedura e foi considerada a
inibitéria minima,

concentr: agﬁo a menor

concentracio da droga que impediu o

crescimento.
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RESULTADOS

Das 52 amostras coletadas isolou-se 19
amostras de C. albicans As amostras de
nimeros 4 a 30 correspondem a pacientes
HIV negativos e de 33 a 52 a pacientes HIV
positivos. Verificou-se que a CIM para a
terbinafina variou de 32 a 128 upg/mL e
quanto ao clotrimazol a CIM variou de 16 a
128 pg/mL. Os resultados encontram-se no
quadro 1 e representam a media de trés

experimentos.

DISCUSSAO

Infecgdes por Candida albicans s6
causam doenca em condigdes que favordveis e
o seu desenvolvimento pode ocorrer em
qualquer superficie mucosa. Neste trabalho
foram realizados testes para a avaliagdo da
CIM frente a amostras isoladas de Candida
albicans. As amostras foram obtidas de
pacientes HIV positivos e HIV negativos com
candidiase bucal eritematosa.

A maioria das amostras apresentou CIM
elevadas aos antifingicos Terbinafina e
Clotrimazol, ou seja, valores superiores 128
pg/mL.  Considerando que 0s niveis
plasmaticos da Terbinafina alcancam valores

de 0,97ug/mL com doses orais de 250 mg.

Tabela 01 — Determinagdo da concentragdo inibitéria
minima de antifiingicos sobre amostras de C. albicans
isoladas de pacientes HIV positivos e pacientes HIV
negativos com candidiase eritematosa.

4 13P >128,0 >128,0
13 35p 64,0 >128,0
16 22P 32,0 >128,0
19 20P >128,0 >128,0
21 17P >128,0 >128,0
23 27P >128,0 64,0
24 34p >128,0 64,0
25 24P >128,0 64,0
27 25P >128,0 >128,0
29 44p >128,0 >128,0
30 11P >128,0 64,0
33 6H >128,0 >128,0
37 26H >128,0 >128,0
41 02H >128,0 >128,0
42 21LH >128,0 >128,0
46 9H 64,0 16,0
48 3H >128,0 >128,0
51 25H >128,0 >128,0
52 11H >128,0 >128,0
podem-se classificar como resistente as

amostras que apresentaram CIM superiores a

este valor.

Quintero et al. (1986) comprovaram in

vivo a eficacia do Clotrimazol em doses de

500 mg. Eles

demonstraram que nesta

concentracio o Clotrimazol ¢é tdo eficaz

quanto o Miconazol de 1200 mg.

Belkis Fernandes (1998) comparou a

Niimero da Numero de Concentrac¢io Inibitoria
Amostra Referéncia Minima (CIM) (ug/mL)
no ICB/USP | Terbinafina | Clotrimazol
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eficicia in vivo de Clotrimazol e Terbinafina
em pacientes afetados com outra espécie de
fungo, o Tinea pedis. Eles demonstraram que
a terbinafina € capaz de produzir resposta
eficaz mais rdpida em periodo mais curto de
tempo.

Marcano (1995) comparou a eficicia do
Clotrimazol com Fluconazol a 150mg in vivo.

A erradicacdo micética foi verificada em 61,5

Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trés Coragdes, v. 10, n. 1, p. 95-104, 2012



% dos pacientes tratados com Clotrimazol e
64,0% dos pacientes tratados com Fluconazol.

Mena Cedilos et al., (1998) compararam a
eficicia e a tolerancia de Terbinafina (em
creme) em candidiase das

Os

nidegas em

lactantes. resultados demonstraram

diferencas significativas e se considera a

Terbinafina como alternativa em uma

circunstancia clinica.

Outro estudo comparativo foi realizado
por Herrera et al. (1988, p.138-143). Eles
compararam a eficdcia nitrato de Butoconazol

com O Clotrimazol. Os resultados

demonstraram que a eficdcia é muito similar

em ambos os produtos na cura

microbiolégica, mas em testes clinicos e
Terbinafina com valores de CIM muito mais

baixos que o Clotrimazol. Mas quando

estudados especialmente fungos

leveduriformes, como a Candida albicans, a
eficdcia da Terbinafina é questionada tanto in

vivo quanto in vitro (BELKYS

FERNANDEZ, 1998).
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