DOI:10.4034/RBCS.2010.14.04.07

Volume 14 NUmero 4 PA&ginas 51-56 2011
ISSN 1415-2177

Screening da Atividade Antifiingica de Oleos

Essenciais sobre Candida Albicans
Screening of Antifungal Activity of Essential Oils on CandidaAlbicans

LEOPOLDINA DE FATIMA DANTAS DE ALMEIDA!
YURIWANDERLEY CAVALCANTI?
WALERIA PEREIRA VIANA?
EDELTRUDES DE OLIVEIRALIMA*

RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade antifingica de 6leos essenciais
de Ocimum basilicum (manjericdo), Cymbopogon martinii
(palmarosa), Cyperus articulatus (piprioca), Thymus vulgaris
(tomilho) e Cinnamomum cassia (canela da china) frente
cepas de Candida albicans. Material e Métodos: Foram
selecionadas oito cepas de C. albicans isoladas de pacientes
HIV positivos (cedidas pelo laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba), e uma cepa padréao de C.
albicans (ATCC7648). A atividade antifungica foi avaliada
pela técnica de difusdao em agar Saburaud Dextrose,
utilizando-se suspensdes das leveduras, preparadas em
solucao salina a 0,9% (10°UFC/mL). Discos de papel de filtro
(6mm) foram embebidos com 20pL de cada 6leo essencial e
posicionados sobre o meio de cultura. Realizou-se incubagéo
em estufa bacteriolégica a 37°C, por 48h. A atividade
antifingica foi avaliada pela medicédo dos valores dos halos
de inibic&o. Utilizou-se como controle positivo o miconazol
(50pg/mL). Resultados: Os valores dos halos de inibicédo
dos 6leos essenciais de O. basilicum, C. martinii, T. vulgaris
e C. cassia frente as amostras clinicas e padrao de C.
albicans variaram entre 27 e 30mm; enquanto o miconazol
variou entre 8 e 10mm. O ¢6leo essencial de C. articulatus
(piprioca) ndo apresentou atividade frente as cepas.
Conclusao: A excegdo do 6leo essencial de C. articulatus,
todos os produtos testados apresentaram atividade
antifingica frente amostras de C. albicans avaliadas.

DESCRITORES
Candida Albicans. Candidiase. Produtos Biolégicos.

B WN P

SUMMARY

Objective: To evaluate the antifungal activity of essential oils
from Ocimum basilicum (basil), Cymbopogon martinii
(palmarosa), Cyperus articulatus (piprioca), Thymus vulgaris
(thyme) and Cinnamomum cassia (cinnamon china) on
Candida albicans strains. Material and Methods: Eight strains
of C. albicans isolated from HIV-positive patients (provided
by the Mycology Laboratory of the Federal University of
Paraiba) and one pattern strain (ATCC7648) were selected
for this study. The antifungal activity was evaluated by the
Diffusion Technique on agar Saburaud-Dextrose, using fungal
suspensions prepared in saline solution 0.9% (10°CFU/mL).
Paper discs (6mm) were soaked with 20uL of essential oils
and fixed on the agar medium. The incubation was in
bacteriological incubator at 37°C for 48h. Antifungal activity
was evaluated by the measurement of inhibition zones.
Miconazole (50pg/mL) was used as positive control. Results:
The values of inhibitions zones produced by the essential
oils from O. basilicum, C. martinii, T. vulgaris and C. cassia
against the clinical and pattern strains of C. albicans ranged
between 27 and 30mm, while the miconazole ranged between
8 and 10mm. Conclusions: In exception of the essential oil
from C. articulates, all products tested have showed
antifungal activity against the assessed strains of C. albicans.
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meio da descamacéo do epitélio oral, além de

seu aspecto eritematoso com presenca de
placas brancas destacaveis sobre a mucosa; sensacéo
deardénciaeprurido (NEVILLE,ALLEN, DAMM, 2009).
Candida albicans é citada como a espécie de maior
patogenicidade do género, sendo predominantemente
encontradanas|esdes (CANNON et al., 1995). Sugere-
se que o aparecimento da infeccdo esteja relacionado
a0 grau deimunodeficiénciado individuo (COOGAN,
GREENSPAN, CHALLACOMBE, 2005), pois80a90%
dosindividuos acometidos pelaAl DS apresentam |estes
de candidose oral (COOGAN, GREENSPAN,
CHALLACOMBE, 2005, GUTIERREZ, DE BEDOUT,
TOBON, 2007).

Algumas lesbes da cavidade bucal sdo consi-
deradas preditivas para o diagnéstico de individuos
infectados pelo HIV, dentre estas a candidose oral
(PATTON, HILL, 2000). Estudostém buscado confirmar
a infeccéo por Candida como um indicador de
imunossupressao e progressdo daAl DS, emboratenham
realizado estas observacdes em curto espaco de tempo
(PATTON, HILL, 2000, MATTEE, SCHEUTZ, MOSHY,
2000, SCHUMAN et al., 1998).

A terapia medicamentosa de elei¢céo para o
tratamento da candidose oral utiliza antifingicos
poliénicos, como a anfotericina B e a nistatina, e os
derivados azéis incluindo o miconazol, sendo usual-
mente os farmacos de aplicag&o topicamais utilizados.
Ja os sistémicos sdo representados pelo fluconazol e
itraconazol (KURIYAMA et al., 2005). Entretanto, mesmo
com o emprego de diversos medicamentos existe a
possibilidade de cepas resistentes, ja que harelatos de
casos referentes a resisténecia medicamentosa da C.
albicansfrente aderivados azdlicos, em pacientes HIV
positivos com diagndstico de candidose oral (REX et
al., 2000). Estudos tém indicado o aparecimento de
Candida spp. resistentes aos derivados azolicos como
fluconazol, cetoconazol eitraconazol (PEREA etal., 2001,
PFALLERetal., 2004).

Assim, frente a resisténcia das espécies de
Candida aos antifiingicos sintéticos observa-se o0 uso
de produtos naturais, na tentativa de obter-se melhor
desempenho sobre tais microrganismos (JANTAM et
al., 2008, LIMAetal., 2007, POZZATTI, 2008). Ouso de
Oleos essenciais de origem vegetal frente & Candida
spp. € relatado em algumas pesquisas laboratoriais
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visando conhecer o potencial antiflingico das substan-
cias (POZZATTI, 2008; ARAUJO et al., 2004,
BARBARO, STELATO, 2009).

A utilizag8o de 6leos essenciais na medicina
popular tem servido de base em variadas aplicactes,
dentre estas a produgdo de produtos anti-sépticos
topicos. Assim, a investigacdo cientifica das
propriedades dos 6leos essenciais tem sido realizada
(ALMEIDA et al., 2006, CLAFFEY, 2003, REHDER et
al., 2004).

A acdo antifungica de Oleos essenciais de
Zingiber officinalis (gengibre), Cominum cyminum
(cominho), Coriandrum sativum (coentro), Thymus
vulgaris (tomilho), Ocimum basilicum (manjericdo) e
Myristica fragrans (noz moscada) foi observada por
BARBARO, STELATO (2009), de formaaconcluirem
gue os produtos apresentam atividade antifingica
consideravel frente cepas de Candida. A acé&o
antibacteriana e antifingica de outras espécies como a
de Cynnamomum zeylanicum (canela), Eucaliptus
citriodora (eucalipto) e Eugenia uniflora (pitanga) foi
relatadapor ARAUJO et al ., (2004).

Outros 0leos essenciais de espécies vegetais
como Syzygium aromaticum (cravo), Ocimum
basillicum (manjericdo), Rosmarinus officinalis
(alecrim), Anethum graveolens (endro), Zingiber
officinalis (gengibre) e Cinnamon zeylanicum (canela)
tiveram suas atividades antimicrobianas avaliadas
frente ao Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Salmonella
choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, Penicilliumislandicum e Aspergillus flavus.
Averiguou-se que as espécies fungicas foram as mais
sensiveis & agio das substancias (LOPEZ et al., 2005).

Assim, objetivou-se avaliar a atividade
antifungicados 6leos essenciais de Ocimum basilicum
(manjericéo), Cymbopogon martinii (palmarosa),
Cyperus articulatus (piprioca), Thymus vulgaris
(tomilho branco) e Cinnamomum cassia (caneladachina)
frente cepas de C. albicans isoladas de pacientes HIV
positivos e cepapadrdo (ATCC 7648).

MATERIAIS E METODOS

Os 6leos essenciais de Ocimum basilicum
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(manjericéo), Cymbopogon martinii (palmarosa),
Cyperus articulatus (piprioca), Thymus vulgaris
(tomilho) e Cinnamomum cassia (caneladachina) foram
obtidos através da empresa Viessence® (Floriandpolis
-SC) e ensaiados em suas formulagdes puras.

Foram utilizadas oito cepas de C. albicans
isoladas de pacientes HIV positivos, cedidas pelo
Laboratério de Micologia da Universidade Federal da
Paraiba. Asamostrasforam selecionadas al eatoriamente
enomeadas (C01- C08), apds foram repicadasem Agar
Saburaud Dextrose (DIFCO®, Detroit, Michigan, EUA)
e incubadas em estufa a 35°C por 48 horas. As
suspensdes fungicas foram efetuadas em solucéo salina
estéril a 0,9%, sendo posteriormente comparadas a
escalade MacFarland (10° UFC/mL). O mesmo processo
foi efetuado para a cepa padréo de C. albicans -CP
(ATCC 7648).

Considerando-se anatureza clinicadas cepas, 0
presente estudo foi aprovado pelo Comité de Eticaem
Pesquisa do Hospital Universitario Lauro Wanderley
(UFPB) sob o protocolo 462/10, de acordo com a
resolucdo 196/96.

A avaliagdo antifungicados 6leos essenciaisfoi
determinada por meio da técnica da disco-difusdo em

Agar Saburaud Dextrose (BAUER et al., 1966). Assim,
placas de petri contendo Agar Saburaud Dextroseforam
semeadas por meio da técnica do esgotamento e discos
depapel com 6,0mm de diémetro, foram embebidos nos
0Oleos essenciais e inseridos sob 0 meio de cultura. As
placas foram incubadas em estufaa 37°C por 48 horas.
A atividade antifiingicados 6leos essenciaisfoi avaliada
por meio damedic¢do dos halos de inibi¢&o, em mm, os
quais foram analisados descritivamente. Utilizou-se o
6leo na concentragdo de 50pg/mL como controle
positivo.

RESULTADOS

Os valores dos halos de inibicdo dos 6leos
essenciaisfrente ascepasde C. albicans estéo descritos
natabela01.

DISCUSSAO

A infecco causada por C. albicans tem sido
relatada como um indicador de imunossupresséo e
progressdo daAIDS (PATTON, HILL, 2000, MATTEE,
SCHEUTZ, MOSHY, 2000, SCHUMAN et al., 1998).

Tabela 01: Valores dos halos de imbigio em mm dos dleos essencias ¢ controles |
positivos frente as cepas de C. afbicans

Oleos  essenciais e | Cepas de C alhicans,

controles Col | Co2 |C03 | Co4 | CO5 |Cwe | COT CO8 | CP
0. basilicim 300 |28.0 | 30,0 |300 |30.0 | 300 | 28.0 27.0 | 280
{ e jerican}

Cmartinii 300 |28.0 | 30,0 |30, |27.0 | 300 | 280 270 | 300
| pal marosal

Carticulatus 00 |oo |oo oo |loo |oo oo oo |oo
(pinriocal

1. vlgars 300 (280 | 3000 {300 | 300 | 300|280 270 | 300
i b il o)

C cassia 300 |28.0 | 30,0 (300 | 30,0 300|280 270|270
{canela da chima)

Miconaol _

- 100 (90 |95 |85 |90 (10090 80 |90
(Conimle positivod 2
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Assim, a terapéutica adotada no tratamento da
candidose oral em pacientes portadores da sindrome é
degrandevalia, sendo atualmente realizada pelo uso de
férmacos como aanfotericinaB, nistatina(KURIYAMA
et al., 2005). Entretanto, alguns estudos relatam a
resisténcia de espécies de Candida aos antifungicos
sintéticos. Assim, destacam o uso de produtos naturais
natentativa de obter-se melhor desempenho sobre tais
microrganismos (JANTAM etal., 2008, LIMA et al., 2007,
POZZATTI, 2008).

A utilizac&o de produtos naturais como agentes
antimicrobianostem sidoinvestigada (POZZATTI, 2008,
ARAUJO et al., 2004, BARBARO, STELATO, 2009).
Assim, como resultados do presente estudo observou-
sequeosoleosessenciaisde O. basilicum (manjericao),
C. martinii (palmarosa), T. vulgaris (tomilho) eC. cassia
(canela da china) apresentaram atividade antif(ingica
frente as cepas testadas. Apenas o 6leo essencia de C.
articulatus (piprioca) ndo apresentou qualquer indicio
de atividade antifingica.

Destaforma, nossos resultados corroboram com
os achados de BARBARO, STELATO, (2009), que
avaliaram a atividade antifangica do O. basilicum
(manjericéo) e T. vulgaris (tomilho), em meio solido,
frente a espécies de C. albicans de referéncia (ATCC
10231, 42272, 421888). Osautores apresentaram valores
dehalosdeinibi¢éo de 30, 50 e 33 mm do dleo essencid
do manjericdo e para o 6leo essencial do tomilho os
valores de halos foram de 40, 34 e 50 mm frente a C.
albicans (BARBARO, STELATO, 2009). Em nossos
resultados observou-se que para 0 6leo essencial de
manjericdo e tomilho os valores dos halos de inibicéo
variaramentre 27 e30 mm.

Da comparacdo entre os resultados citados
observa-se uma potente atividade antifingica dos 6leos
essenciais de manjericdo etomilho, frentea C. albicans.
Entretanto, ressalta-se que as diferencas nos valores
dos halos de inibic¢éo, observadas no presente estudo e
naguele realizado por BARBARO, STELATO (2009),
podem ser devido autilizagéo de cepas fenotipicamente
diferentes, pois as amostras do estudo citado e deste
apresentam numeros de ATCC distintos, além da
utilizagdo de cepas clinicas no presente estudo.

A ac&o antimicrobiana dos 6leos essenciais de
palmarosa, manjericdo e tomilho frente a espécies
bacterianas e fungicas, incluindo aC. albicans (ATCC
10231) foi mensurada por DUARTE et al., (2005), por
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meio do método damicrodilui¢do. Assim, observou-se
gue a Concentracdo Inibitéria Minima dos 6leos da
palmarosae manjericdo foi superior a2mg/mL edo dleo
detomilhofoi inferior ao val or mencionado. Com objetivo
seme hante GIORDANI et al. (2006) avaliaram aatividade
antifingica do 6leo essencia de C. cassia (canela),
sobre C. albicans (ATCC 90029), isolado e associado a
AnfotericinaB, obtendo valoresde CIM de 0,5mg/mL.

Diante do fato, observa-se atividade antifingica
dos dleos essenciais frente a C. albicans, entretanto a
comparagao entre os estudos deve ser feita somente no
tocante a presenca ou auséncia de atividade, ja que
foram utilizadas metodologias distintas, a difusdo em
agar e amicrodiluicdo, pois o presente estudo apenas
avalia a presenca de atividade e ndo o valor da CIM,
comorealizado por DUARTE et al., (2005) e GIORDANI
etal., (2006).

O 06leo essencial de C. cassia (canela),
juntamente com 74 amostras de outros produtos
naturais, foi avaliado frente ao Aspergillus niger,
utilizando-se a técnica da difusdo em &gar. Observou-
se um valor de 40 mm para o halo de inibi¢éo do éleo
essencial frente ao fungo (PAWAR, THAKER, 2006).
Resultado semelhante foi encontrado, jAque seobserva
umavariagdo entre 27 e 30 mm nosva oresdos halos de
inibicdo do 6leo essencial de caneladachina, frente as
cepas de C. albicans. Assim, observa-se atividade
antifungica do éleo de canela, mesmo em fungos de
géneros distintos e potencialmente patogénicos.

O dleo essencia deC. articulatus (piprioca) ndo
apresentou atividade antiflingica, quando comparada
ao controle positivo (miconazol) e aos outros 6leos.
Esta espécie vegetal € popularmente utilizada por sua
acdo antibidticaeantiinflamatéria(DUARTE et al., 2005,
DUARTE et al., 2006). No entanto, mesmo sendo uma
espécie nativa brasileira, nenhum estudo acerca da
atividade antimicrobianadapipriocafoi encontrado.

A C. albicans por ser aespécie mais prevalente
no diagndstico dacandidose oral, foi inseridano estudo
paraavaliar aatividade antif(ingicados 6leos essenciais.
O fato da escolha de amostras clinicas se baseia na
necessidade de dados referentes a estas amostras, visto
guealiteraturautiliza apenas cepas padréo paraensaios
microbiol égicos.

Em relagdo ametodol ogia utilizada caracteriza-
sepor ser um método difundido em ensaioslaboratoriais,
sendo derépidaefacil execugdo, possibilitando aselecdo
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de produtos com potencial atividade antimicrobiana,
entretanto, alipofobiado meio de culturaeaviscosidade
dos dleos essenciais podem impedir a difusdo dos
fitoconstituintes no agar, sendo, assim, caracterizado
como umtestedebaixasensibilidade (ALLEN, MOLAN,
REID, 1991). Assim, o presente estudo realiza apenas
uma triagem da atividade antifdngica dos 6leos
essenciais, em suas concentracfes puras, apenas
avaliando a auséncia e existéncia de atividade antifun-
gica, ndo tendo sido realizado nenhum testeem meio de
culturaliquido ou com concentracGes menores dos 6leos
esséncias. Desta forma, sugere-se a realizacdo de
estudos com metodologias com maior acuracea, afim
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