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RESUMO ABSTRACT

Introdugéo: A candidose oral ¢ uma infecgdo fungica que se
manifesta frequentemente em pacientes imunocomprometidos
ou naqueles que fazem uso de protese dental removivel,
associada a habitos de higiene deficitarios. Antifungicos
sintéticos, a exemplo do fluconazol, sdo utilizados no
tratamento desta infecgcdo; entretanto algumas cepas
apresentam resisténcia a estes farmacos. Objetivo: Este estudo
avaliou o efeito antifungico dos éleos essenciais de Persea
americana (abacate), Cinnamomumzeylanicum (canela — folha),
Cinnamomumcassia (canela - casca) e
Cymbopogonwinterianus (citronela), frente a Candidaglabrata.
Material e Métodos: O screening da atividade antifungica dos
6leos foi determinado por difusdo em meio soélido, utilizando
um indéculofiungico ajustado em 1 x 10% UFC/mL. A
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pela
técnica da microdiluicdo. Os dleos essenciais foram avaliados
em concentragdes entre 1000 pg/mL e 7,81 pg/mL, enquanto
que os farmacos Fluconazol e Nistatina foram avaliados nas
concentragdes que entre 64 pg/mL e 0,5 pg/mL. Resultados:
Os halos de inibicdo mensurados variaram entre 8,2 e 9,2 mm
de diametro, respectivamente para C. winterianuse C.
cassia.Os o¢leos essenciais de C. winterianuse C.
zeylanicumapresentaram CIM de 125 ug/mL, enquanto a CIM
de C. cassiafoi 62,5 ug/mL. A CIM dos farmacos utilizados
como controle foram estabelecidasem 16 pg/mL(fluconazol) e
2,0 pg/mL(nistatina). O 6leo essencial de P. americana nao
apresentou atividade antifungica nas concentracdes avaliadas.
Conclus&o: Conclui-se que os 6leos essenciais de canela (casca
e folha) e citronela apresentaram atividade antifungica frente
a cepa de C. glabrataresistente a fluconazol.

DESCRITORES
Fitoterapia. Candida. Produtos com Ag&o Antimicrobiana.

Introduction: Oral candidiasis is a fungal infection diagnosed
mainly in patients with immunosuppression or in denture
wearers with deficient hygiene habits. Synthetic antifungal
agents, such as fluconazole, have been used to treat this
infection, but some strains are resistant to these drugs. Objective:
This study aimed to evaluate the antifungal effect of the
essential oils from Persia americana (avocado), Cinnamomum
zeylanicum (cinnamon - leaf), Cinnamomum cassia (cinnamon
- bark) and Cymbopogon winterianus (citronella) against
Candida glabrata. Materials and Methods: The essential oils
were screened for their antifungal activity using the solid
medium diffusion method, with fungal inoculum adjusted to 1
x 10® CFU/mL. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
was determined by the microdilution technique. The essential
oils were evaluated at concentrations ranging between 1,000
ug/mL and 7.81 pg/mL, while fluconazole and nystatin were
evaluated at concentrations between 64 pg/mL and 0.5 pg/
mL. Results: The zones of inhibition measured varied between
8.2 and 9.2 mm diameter for C. winterianus and C. cassia,
respectively. The essential oils from C. winterianusand and C.
zeylanicum had MIC of 125 pg/ml, while C. cassia essential oil
had MIC of 62.5 pg/ml. The drugs used as controls showed MIC
values of 16 pg/mL (fluconazole) and 2.0 pg/mL (nystatin). P.
americana essential oil showed no antifungal activity at the
concentrations evaluated. Conclusion: We conclude that the
essential oils from cinnamon (bark and leaf) and citronella
showed antifungal activity against fluconazole-resistant C.
glabrata.
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spécies do género Candida, sdo leveduras

comensais presentes na cavidade bucal’.

Entretanto, esses microrganismos consistem no
principal agente etiologico da candidose oral. Havendo
rompimento do equilibrio presente na cavidade oral,
observa-se manifestacdo da doenca, de forma que estas
leveduras alteram sua morfogénese, passando ao
estagio de hifas, bem como expressdo de adesinas®®.
Neste momento iniciam o processo de invasdo do
epitélio oral, promovendo reagdo inflamatoria*e
instalacao da doenca.

A presenga desta infecgdo estd comumente
associada a quadros clinicos de imunossupressao,
principalmente observados em portadores do virus HIV
e diabetes, bem como frequente em usuarios de proteses
dentais em associagdo as condi¢des de higiene oral
deficitarias®. Rotineiramente o tratamento da candidoseé
realizado com a administragao de antifingicos topicos
ou sistémicos, de acordo com o sitio de colonizagao.
Dentre os principais farmacos empregados, deve-se
citar a nistatina e o fluoconazol*.

Entretanto, o uso difundido e ndo controlado de
tais farmacos podem induzir ao surgimento de cepas
com resisténcia medicamentosa®, a exemplo da C.
glabrata, resistente aos derivados azois, como
fluconazol e itraconazol’. Desta forma, a busca por novas
substancias capazes de controlar e debelar a infecgdo
tem sido avaliada. Dentre estas, destaca-sec a
investigagdo acerca do uso de produtos de origem
vegetal, geralmente 6leos essenciais ou extratos
alcoolicos de plantas®”.

Estudos etnobotanicosdemonstram o uso
popular de espécies vegetais no tratamento da
candidose oral'®'2. Muitas destas espécies naturais
apresentam em sua composi¢ao substancias das classes
dos alcaloides, terpenos, flavonodides e lactonasses-
quiterpénicas, compostos descritos na literatura como
eficazes na atividade antimicrobiana'>'.

A presenca destes fitoconstituintes, em algumas
espécies, podem representar efeito antimicrobiano, a
exemplo de algumas ja estudadas como P. granatum
Linn (roma), Melaleucaalternifolia e
Schinusterebinthifolius (aroeira vermelha)®®!3,
Entretanto, outros produtos de origem natural ndo tém
sido extensivamente investigados quanto ao seu
potencial antimicrobiano, principalmente pela presenga
de compostos como aldeido cindmico em espécies como
Cinnamomumcassia, e Cinnamomum zeylanicum'®.

Espécies tropicais como
CymbopogonwinterianusePersea  americana,
apresentam alguns resultados quanto a acao
antimicrobiana!”!®, entretanto ndo demonstram
resultados consistentes acerca deste efeito,

principalmente sobre género Candida. Assim, novos
estudos avaliando o efeito destes produtos de origem
natural tém sido realizados. Desta forma, o presente
estudo objetivou avaliar a atividade antifungica dos
oleos essenciais de P. americana (abacate), C.
zeylanicum (canela— folha) C. cdssia (canela— casca) e
C. winterianus (citronela), frente a C. glabrata.

MATERIALE METODOS

Reativacao das Espécies de Candida e obtencio do
inéculo

A atividade antifungica dos 6leos essenciais foi
determinada frente a C. glabrata (ATCC 2001) resistente
ao Fluoconazol. A cepa foi reativada em meio de cultura
Agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA). Apos
incubag@o a 35°C por 24 horas, trés a cinco colonias
foram coletadas e suspendidas em 10 mL de caldo RPMI
1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e reincubadas.
Em seguida, o conjunto foi centrifugado e as células
planctonicas lavadas em solugdo de PBS estéril
(Phosphate Buffer Saline, pH 7,4). Essa suspensao foi
padronizada de modo a atingir a concentragdo de 1 x
10° UFC/mL, ajustada em espectrofotdmetro (Spectronic
20, Bausch&Lomb Inc., Rochester, NY, USA), na
densidade optica de 0,25, no comprimento de onda 520
nm'’.

Screening da atividade antifingica de 6leos essenciais

Foram utilizados os 6leos essenciais de abacate
(Ferquima Ind. e Com. Ltda., Vargem Grande Paulista,
Brasil), canela (folha) (Ferquima Ind. e Com. Ltda.,
Vargem Grande Paulista, Brasil), canela da china (casca)
(Empresa Viessence®, Florianopolis, Brasil), e citronela
(Empresa Viessence®, Florianopolis, Brasil). As
caracteristicas fisico-quimicas ¢ a composi¢do dos
principais fitoconstituintes desses produtos naturais
sdo apresentadas no quadro 1.

O screening dos 6leos foi determinado em meio
Agar Sabouraud Dextrose, pelo método da difusdo.
Placas de petri contendo o meio foram inoculadas com a
suspensdo fingica ¢ inseridos discos de papel com 6
mm de didmetro, previamente embebidos nos 6leos
essenciais em suas formulagdes puras. O mesmo
processo foi realizado para a Nistatina (256ug/ml),
farmaco utilizado como controle positivo. Em seguida,
as placas foram incubadas a 35 °C, por 24 h.

Os resultados foram avaliados a partir da
mensura¢do dos diametros dos halos de inibi¢ao de
crescimento fingico em milimetros (mm), com auxilio de
um paquimetro. O ensaio foi realizado em triplicata,
sendo considerada a média aritmética dos valores
obtidos.
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Preparo de solucoes para determinac¢iio da Concentracio
Inibitéria Minima

As solugdes dos 6leos essenciais foram obtidas
a partir da diluigdo dos mesmos em agua, com o auxilio
de um agente emulsificante (Tween 80)*,considerando-
se o peso ¢ a densidade. As dilui¢es resultaram em
solucdes de trabalho na concentragdo de 4000 pg/mL,
sendo os produtos ensaiados a partir da concentragdo
1000 pg/mL.

Para os antifungicos Fluconazol e Nistatina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), realizou-se a
solubilizag@o dessas drogas em agua ultrapura (pH 7,0)
e solugdes de trabalho na concentragdo 256 pg/mL foram
obtidas pela dilui¢do das drogas em meio de cultura
RPMI 1640, sendo os ensaios realizados a partir da
concentragdo 64 pg/mL. Assim, as solugdes dos
produtos naturais foram ensaiadas entre o intervalo das
concentragdes 1000 pg/mL e 7,81 pg/mL, enquanto as
solugdes antimicrobianas utilizadas como controle
farmacologico (Fluconazol e Nistatina) foram avaliadas
nas concentragdes que variaram entre 64 ug/mL e 0,5

pg/mL.

Determinacio da Concentrac¢ao Inibitéria Minima

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos
oleos avaliados foi determinada segundo a normatizacdo
M27-A3 do ClinicalLaboratoryand Standards
Institute(CLSI), por meio da técnica da microdilui¢ao
em caldo ?'. Foram inseridos 100 pL de meio de cultura
RPMI 1640 em todos os compartimentos de microplacas
de 96 pogos. Na primeira fileira, foram inseridos 100 uL
das solugdes de trabalho dos produtos, em seguida,
realizaram-se dilui¢des seriadas, por meio da

transferéncia de 100 pL aos pocos subsequentes.

Por fim, foram inseridos 100 puL da suspensdo
dos microrganismos (concentragdo: 1 x 10* CFU/mL),
totalizando um volume final de 200 pL/pogo. As placas
foram incubadas a 35° C, por 48 h, em aerobiose. Apos
esse periodo, a CIM foi definida como a menor
concentragdo dos antibidticos capaz de inibir o
crescimento visivel dos microrganismos avaliados.
Controle de viabilidade dos microrganismos (auséncia
de antimicrobiano), bem como controle de esterilidade
do meio de cultura (auséncia de inoculagao de
microrganismos nos pogos) foram realizados para
garantir acuracia do método.

RESULTADOS

O ensaio de screening determinou que apenas o
oleo essencial de P. americana, ndo apresentou
atividade antifingica frente as leveduras (tabela 1). As
demais amostras apresentaram valores médios entre 8,2
¢ 9,2 mm de didmetro, havendo ampla discrepancia
quando comparados ao farmaco controle(nistatina).

A CIM, determinada pelo método da
microdilui¢do, demonstrou que dleo essencial de
abacate ndo apresentou atividade inibitdéria nas
concentragdes determinadas, entretanto para os demais
produtos observou-se efeito antifingico. Em especial,
o0 oleo essencial de C. cassia apresentou atividade frente
as duas espécies de Candida em uma mesma
concentragdo (62,5 pg/mL), sendo este valor inferior ao
encontrado para as substancias utilizadas como controle
farmacolégico (quadro 2).

Oleos essenciais Impurezas Densu;;?g)(glmL, Principais componentes
Acido Oléico
Persea americana (Abacate) Isento 0,908 Acido Linoleico
Acido Palmitico
Cinnamomumzeylanicum Aldeido Cinamico
Isento 1,030 Acetato de cinamila
(Canela - folha) .
1,8-cineol
Cinnamomumcassia Aldeldo Ginamico
) Isento 0,912 Benzoato de benzila
(Canela de china - casca) :
a-pineno
Citronelal
Cymbopogonwinterianus(Citronela) Isento 0,891 Geraniol
Citronelol
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leo essencial

C. alabrata (ATCC 2001)

P. americana (Abacate)

C. zeylanicum(Canela — folha)
C. cassia(Canela — casca)

C. winterianus(Citronela)
Nistatina (controle)

0,0£0,0
8,7+0,13
9.2+0,13
8.2+0,13
23.0£05

Oleo essencial
P. americana (Abacate)

C. zeylanicum (Canela - folha)
C. cassia(Canela — casca)

C. winterianus(Citronela)
Nistatina (controle)
Fluoconazol (controle)

DISCUSSAO

A busca por produtos que apresentem menor
toxicidade aos tecidos sadios e maior efeito
antimicrobiano, sem contudo permitir aumento da
resisténcia de microrganismos, tem sido realizada.
Estudos que avaliam os efeitos de produtos extraidos
de espécies vegetais, tém determinado que estes
demonstrem capacidade antimicrobiana frente aos mais
diversos patogenos®*?. Desta forma, seriam uma
alternativa ao uso de farmacos sintéticos.

Assim avaliou-se o efeito antifingico dos dleos
essenciais de P. americana (abacate), C. zeylanicum
(canela — folha) C. cassia(canela — casca) e C.
winterianus(citronela), frente aC. glabrata, usando dois
métodos distintos para detecgdo desta atividade.Deste
modo, o secreening da atividade antifiingica, utilizando
as solugdes em suas formulagdes puras, determinou que
0 oleo de abacate ndo apresentou atividade. Fragdes
hexanica, etandicae metanolica do 6leo de abacate nao
demonstraram efeito antimicrobiano frente a cepas de
C. albicans(ATCC 10231)". No entanto, outros
resultados publicados determinam atividade
antimicrobiana das fragdes metanolica e hexanica do
extrato da semente de abacate®.

O efeito antifungico do dleo essencial de C.
cassiae C. winterianusfoi determinado em alguns
estudos, em cepas bacterianas ou fingicas®* ?*, no
entanto existem diferencas em relacdo aos valores

CIM (ug/mL)

> 1000
125,0
62,5
125,0

2,0
16,0

médios dos halos de inibi¢ao, quando da avaliagdo em
meio s6lido.Os valores encontrados no presente estudo
sdo inferiores aqueles encontrados em estudo
previamente realizado, o qual determina valores, médios
de halos de inibicdo de 35 mm, entretanto frente a C.
albicans®. Apesar de serem espécies que compdem um
mesmo género, estes microrganismos podem apresentar
comportamentos distintos frente ao uso de substancias
antimicrobianas, de forma que C. glabrata ou C.
torpicallis apresentam menor sensibilidade a agentes
antifungicos que a C. albicans®. Além disto, deve-se
ressaltar que o método de difusdo em agar deve ser
visto como qualitativo, ndo sendo tdo acurado quanto
a outros para a determinagdo da atividade antifingica.

A CIM avaliada por meio da técnica da
microdiluigdo, determinou que o 6leo essencial extraido
da casca da canela apresentou maior efeito inibitorio,
entretanto tendo um valor de CIM maior em comparagao
aos farmacos sintéticos utilizados como controles. Ja o
oleo essencial de citronela apresentou valores inferiores
aos da casca da canela, no entanto este 6leo apresenta
em sua composi¢cdo o geraniol, monoterpeneo
extensamente estudado por suas propriedades
antifingicas?’. E vélido ressaltar que os fitoconstituintes
presentes nos 6leos essenciais ndo foram isolados,
podendo os efeitos destas substdncias serem
potencializados quando avaliados de forma individual.

O ¢leo essencial de C. cassia foi avaliado frente
aisolados clinicos de C. albicansoriundos de pacientes
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portadores de HIV, encontrando valores de CIM similares
a 62,5 ug/mL, entretanto as amostras clinicas fungicas
demonstraram resisténcia ao uso da Nistatina
(100.000UI)*. O principal componente deste 6leo
essencial ¢ o aldeido cinamico, o qual apresenta
atividade antibacteriana frente a Helicobacterpyloriem
uma concentragdo de 500 uM, além dos seus efeitos
anti-inflamatorios'®.

Outros estudos determinaram a CIM dos 6leos
essenciais de citronela e da casca da canela, as quais
variaram entre 560 ng/mL a 78 pg/mL, principalmente
frente a cepas de C. albicans, microrganismos
prevalente na candidose oral'®?°. Desta forma, diante
da comparagdo entre resultados ja descritos e os do
presente estudo vale destacar que parametros
metodologicos permitem divergéncias nos resultados,
pois a técnica da microdilui¢dotem sido relatada em
distintos meios de cultura a exemplos do RPMI 1640,
YNB ou Caldo Saburaud, bem como o ajuste da
densidade optica para confec¢doo do indculofungico.
Desta forma, estes parametros devem ser levados em
consideragdo quando da comparacdo dos estudos.

Um outro ponto a ser discutido ¢ a forma de
extragdo dos Oleos essenciais, as quais permitem
apresentar concentragdes diferentes dos componentes
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