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RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade antifingica de extratos vegetais
brasileiros sobre os microrganismos Candida albicans
(ATCC289065) — C1, C. tropicalis (ATCC40042) — C2 e C.
krusei (ATCC40147) — C3. Material e Métodos: Os extratos
vegetais avaliados foram representados pelos 6leos essenciais
de Citrus aurantium (laranja), Citrus limmom (liméo siciliano),
Citrus reticulata (tangerina), Xylopia brasiliensis (pindaiba),
Campomanesia xanthocarpa (guabiroba), Ocimum basilicum
(manjericdo) e Cymbopogon martinii (palmarosa). A atividade
antifingica dos 6leos essenciais foi verificada pela técnica de
difusdo em Agar. Suspensoes fangicas (1,5x10¢ microrganismos/
mL) foram semeadas em placas de Agar Sabouraud-Dextrose,
sobre as quais foram distribuidos discos de papel estéreis. Os
espécimes foram inundados com 20uL das solugfes testadas e
do controle, em formulacdo pura. Os testes foram realizados
em duplicata e a Clorexidina 0,12% serviu de controle. Os
halos de inibigédo do crescimento fungico, em milimetros, foram
mensurados e analisados descritivamente. Resultados: Para
C. aurantium, C. limmom, C. reticulata, X. brasiliensis, C.
xanthocarpa, O. basilicum, C. martinii e Clorexidina, a média
dos halos de inibicdo do crescimento foram, respectivamente:
14,5; 9,0; 11,5; 11,5; 20,0; 30,0; 40,0; 22,0 (C1); 16,5; 8,0;
10,5; 9,0; 36,0; 44,0; 36,0; 26,0 (C2); e 40,0; 8,0; 10,0; 9,5;
18,0; 34,0; 36,0; 22,0 (C3). Concluséo: Todos os produtos
testados apresentaram atividade antifingica, sendo as maiores
medidas de halos de inibicdo apresentadas pelos 6leos
essenciais de C. xanthocarpa, O. basilicum e C. martinii.

DESCRITORES
Produtos biolégicos. Candidiase bucal. Produtos com acéo
antimicrobiana.

SUMMARY

Objective: To evaluate the antifungal activity of Brazilian plant
extracts against strains of Candida albicans (ATCC289065) —
C1, C. tropicalis (ATCC40042) — C2 and C. krusei (ATCC40147)
— C3. Methods: The evaluated Brazilian plat extracts were
represented by essential oils from Citrus aurantium (orange),
Citrus limmom (lemon), Citrus reticulata (mandarin), Xylopia
brasiliensis (pindaiba), Campomanesia xanthocarpa
(guabiroba), Ocimum basilicum (basil) and Cymbopogon martinii
(palmarosa). The antifungal activity of essential oils was
determined by agar diffusion technique. Fungal suspensions
(1.5 x 10° organisms/mL) were sowed in Sabouraud Dextrose
Agar, over which were distributed discs of sterile paper. The
specimens were inundated with 20iL of tested solutions and
control in pure formulation. The tests were performed in
duplicate and Chlorhexidine Digluconate (0.12%) served as
control. The inhibition areas of fungal growth, in millimeters,
were measured and analyzed descriptively. Results: For C.
aurantium, C. limmom, C. reticulata, X. brasiliensis, C.
xanthocarpa, O. basilicum, C. martinii and Chlorhexidine the
average of the inhibition zones of growth were, respectively:
14.5, 9.0, 11.5, 11.5, 20.0, 30.0, 40.0, 22.0 (C1), 16.5, 8.0,
10.5, 9.0, 36.0, 44.0, 36.0, 26,0 (C2), and 40.0, 8.0, 10.0, 9.5,
18.0, 34.0, 36.0, 22.0 (C3). Conclusions: All products tested
presented antifungal activity, highlighting the essential oils
from C. xanthocarpa, O. basilicum and C. martinii, with greatest
inhibition zones of fungal growth.

DESCRIPTORS
Biological products. Oral candidiasis. Products with
antimicrobial action
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ocorréncia de Candida pode ser observada na

cavidadeoral, poiselas sdo leveduras comensais

gue fazem parte microbiota oral normal, sem
implicar no desenvolvimento de infeccgbes
(SAMARANAYAKE, SAMARANAYAKE, 2001). No
entanto, diante da perda do equilibrio biol6gico, esses
microrganismos podem levar ao desenvolvimento da
candidiase bucal, considerada uma das infeccBes
humanas de naturezafungicamaiscomum. Essadteracéo
€ descrita como uma infeccéo oportunista, frequen-
temente envolvidacom aalteracdo damicrobiotabucal,
doencas sistémicas e reducdo da imunidade do
hospedeiro (AKPAN, MORGAN, 2002; CORREA,
ANDRADE, 2006)

A Candida albicans é aespécie maisprevalente
e de maior patogenicidade entre as cepas envolvidas
com o desenvolvimento da candidiase bucal (AKPAN,
MORGAN, 2002; NIKAWA, NISHIMURA, HAMADA
et al., 1999). As cepas C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis e C. guilliermondii também fazem parte
do curso da doenca e, junto a C. albicans, chegam a
representar mais de 80% dosisoladosclinicos (AKPAN,
MORGAN, 2002; CORREA, ANDRADE, 2006;
NIKAWA, NISHIMURA, HAMADA et al., 1999).

Em meio ao diagndstico da candidiase bucal,
alguns estudos tem observado a sensibilidade das
leveduras envolvidas na etiologia da infecgéo frente a
antifingi cos sintéti cos topi cos e sistémicos (CROCCO,
MIMICA, MURAMATU et al., 2004; KURIYAMA,
WILLIANS, BAGG et al., 2005). Ospoliénicos, como a
anfotericina B e a nistatina, e os derivados azdlicos,
incluindo o miconazol, s&o osfarmacos mais utilizados
paraaplicacdo topica. Os medi camentos sistémicos séo
representados pelo fluconazol e itraconazol
(KURIYAMA, WILLIANS, BAGG et al., 2005).
Entretanto, mesmo com o emprego de diversosfarmacos,
ha relatos de casos referentes a resisténcia medica-
mentosada C. albicansfrente aderivados azdlicos, em
pacientes com diagndstico de candidiase bucal (REX,
WALSH, SOBEL et al., 2000; PFALLER,MESSER,
BOYKEN etal., 2004).

Assim, frente a resisténcia das espécies de
Candida aos antifuingicos sintéticos observa-se 0 uso
de produtos naturais, na tentativa de obter-se melhor
desempenho sobre tais microrganismos (LIMA,
OLIVEIRA, LIMA et al., 2006; POZZATI, SCHEID,
SPADER et al., 2008). O uso de extratos vegetaisfrente
a Candida spp. foi relatado por aguns estudos labora-
toriais, com o objetivo de conhecer o potencial antifun-
gico dessas substancias (POZZATI, SCHEID, SPADER
etal., 2008; ALMEIDA, CAVALCANTI, VIANAetal.,
2010; CAVALCANTI, ALMEIDA, PADILHA, 2011;
FREIRES,ALVES, JOVITOetal., 2011).

A extensa biodiversidade da flora brasileira
resultaem um nimero inestimavel de espéciesvegetais,

as sdo utilizadas popularmente no tratamento de doengas
(FENNER, BETTI, MENTZ et al., 2006). Por setratar de
um paisde carater tropical, as plantas produzem detrés
a quatro vezes mais constituintes quimicos ativos
guando comparadas as plantas de areas onde o clima é
temperado. Dessaforma, asespéciesvegetaisbrasileiras
adquirem relevancianabuscade produtos naturais com
potencial atividade biol 6gica, capazes de serem empre-
gadas clinicamente para o tratamento de enfermidades.

A atividade antifiingica de Ocimum basilicum
(manjericdo) e Cymbopogon martinii (palmarosa) foi
descritapor ALMEIDA, CAVALCANTI, VIANA et al.
(2010) e CAVALCANTI, PEREZ, XAVIER etal. (2011).
Entretanto, aescassez de literatura cientificaacercada
atividade antimicrobianados 6leos essenciais de Citrus
aurantium (laranja), Citrus limmom (lim&o siciliano),
Citrus reticulata (tangerina), Xylopia brasiliensis
(pindaiba), e Campomanesi a xanthocar pa (guabiroba)
indica a necessidade de aprofundar as investigacdes
de espécies de origem brasileira, sendo uma forma de
valorizacdo daextensabiodiversidade do Brasil.

A triagem da atividade antifingica de extratos
vegetais daflorabrasileirapode contribuir paraidenti-
ficagdo de produtos naturais com potente atividade
inibitoria frente cepas de Candida. Assim, o objetivo
desteestudo foi avaliar aatividade antifingicados 6leos
essenciais de C. aurantium, C. limmom, C. reticulata,
X. brasiliensis, C. xanthocarpa, O. basilicum e C.
martinii sobre os microrganismos C. albicans (ATCC
289065), C. tropicalis(ATCC 40042) e C. krusei (ATCC
40147).

METODOLOGIA

Realizou-se um estudo de abordagem indutiva,
com procedimento estatistico-comparativo, etécnicade
documentacdo direta em laboratério (LAKATOS,
MARCONI, 2009). Os ensaios laboratoriais compre-
enderam natriagem (screening) daatividade antifingica.

As cepas de referéncia utilizadas no estudo
serdo C. albicans (ATCC 289065), C. krusei
(ATCC40147) e C. tropicalis (ATCC 13803). Os
microrganismosforam obtidos do L aboratorio de Mate-
riaisde Referénciado Instituto Nacional de Controlede
Qualidade em Saude (Fundagdo Oswaldo Cruz —
FIOCRUZ, Riode Janeiro - RJ, Brasil). Ascepasforam
reativadas em Caldo Sabouraud-Dextrose (DIFICO®,
Detroit, Michigan, EUA), a 37°C e estocadas em agar
Sabouraud-Dextrose 4% (DIFICO®, Detroit, Michigan,
EUA) no Laboratorio de Microbiologia Oral —Nucleo
de Medicina Tropical do Centro de Ciéncias da Salde
da Universidade Federal da Paraiba (CAVALCANTI,
ALMEIDA, PADILHA, 2011).

Para conducgéo do estudo, suspensdes fungicas
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dos microrganismos foram preparadas escolhendo-se
cinco col 6nias com didmetro de aproximadamente 1mm,
apos incubacdo de 24h das espécies de Candida. As
coldnias foram suspensas em 5mL de solucdo salina
estéril (salinaa0,85%) e a suspensdo resultante foi ho-
mogeneizada em agitador de vértex durante 15 segun-
dos. Posteriormente, acrescentou-se solugéo salinasufi-
ciente paraobter aturvacdo equival ente de umasol ugéo-
padréo da escala de McFarland 0,5, de modo a obter
uma suspensédo-padréo de leveduras contendo aproxi-
madamente 1,5x10° microrganisnog/mL (NCCLS, 2002).

Para avaliagdo antifdngica in vitro, foram
utilizados 6leos essenciaisde C. aurantium, C. limmom,
C. reticulata, X. brasiliensis, C. xanthocarpa, O.
basilicum e C. martinii. Esses produtos foram obtidos

da empresa Viessence® (Floriandpolis-SC, Brasil), as
quais cederam Laudo Técnico com especificacoes,
conforme Quadro 1.

O ensaio para verificagdo da atividade antimi-
crobiana dos 6leos essenciais sobre as cepas de
Candidafoi realizado pelo método dadifusdo em meio
solido, por disco-difusdo (Figura 1). Em placas de Petri
estéreis(DISPO PETRI/INTERLAB), foram adicionados
20 mL de &gar Sabouraud Dextrose (DIFICO®, Detroit,
Michigan, EUA) fundido eresfriado a45-50 °C.

Ap6s solidificacao do &gar, as suspensdes dos
microrganismos (1,5x10° células/mL ) foram semeadas
com o auxilio de swaab estéril. Em seguida, discos de
papel filtro (6 mm de didmetro) foram embebidos nos
Oleos essenciais, em suas formulagdes puras, sendo

expedido pela empresa Viessenced (Floriandpolis-5C, Brasll).

Oleos essenclals
Cifrus aurantim
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Folhas :
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Flirajbos, Fiiiorads
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Figura 1 — Esquema meto-
dolégico da avaliacdo da
atividade antifingica in vitro
pela técnica de difusdo em
agar por disco-difusao.
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posteriormente inseridos sobre o meio de cultura
(NCCLS, 2002). A solucdo de Digluconato de Clorexidina
0,12% (Periogard. Colgate-Palmolive. S&o Paulo-SP,
Brasil), disponivel comercialmente, serviu como
controle.

As placas foram incubadas em estufa a 37 °C,
por 24 h. Os halos deinibic&o do crescimento das cepas,
obtidos a partir da acdo dos produtos testados,
indicaram a atividade antimicrobiana das substéncias
empregadas. Os resultados foram avaliados a partir da
mensuracdo dos diametros dos halos de inibigdo de
crescimento em milimetros (mm). O ensaio foi realizado
em duplicata. Os dados foram tabulados do Programa
Microsoft Office Excel 2007® e analisados descritiva-
mente. A atividade antifungica dos produtos testados
foi confirmadadiante daformacéo de halosdeinibicéo
commedidaigual ousuperiora8 mm(MENEZES ALVES,
VIEIRA etal., 2009; PACKER, LUZ, 2007).

RESULTADOS

Os diametros dos halos de inibi¢cdo do

crescimento provocados pel os produtos testados, frente
a C. albicans, C. tropicalis e C. krusel, sdo apresen-
tados naTabela 1.

DISCUSSAO

A técnica de disco-difusdo em &gar € uma das
estratégias utilizadas como triagem da atividade
antimicrobianain vitro de dleos essenciais e de outros
produtos com acdo antimicrobiana (NASCIMENTO,
NASCIMENTO, RODRIGUES et al., 2007; PACKER,
LUZ, 2007). Para tanto, a padronizacdo das técnicas
empregadas se faz necessaria, de modo a viabilizar a
sua reprodutibilidade e a compara¢céo com outros
estudos(NASCIMENTO, NASCIMENTO, RODRIGUES
et al., 2007; PACKER, LUZ, 2007). Dessa forma,
baseando-se na metodol ogia descrita e nos resultados
do controle (Digluconato de Clorexidina 0,12%), os
resultados deste estudo sdo validos e podem ser
comparados a outros relatos da literatura.

Tabala 1 = Média dos halos de inbican do crescimento, em milimelros, dos produlos esiados rente & allvwdade

de L. siicans, L. ropécals & L. mwsel

G albwcans (ATCC G fmpicats (ATCC . krersel
Cileos easencias
SEDGG) 40042) (ATCC 40147)
CHrus auraniism
14.5 16.5 40,0
{Laranja Péra)
CRrrs rmon
H.0 B, LR
(Limdc Ssciliand
Citrus retcuizta
11.5 10,5 10,
{Tangerina Cravo)
Xwlapia brasifensis
11.5 .o R
[Findaiba)
E.‘JI’T.IFIJJ?II.ITIT.':‘\'.'{J .Hl‘-'.'lllll':"l'.'i.‘.l'll'.liﬂ o
20.0 36,0 18,0
| Guavinots)
Choimum basicwm (Manjencdo) ana 44 0 34,0
- Cymbopogon martini (Peimaroea
e 40.0 36,0 36,0
Brasiaira)
Degluconato de Cloredding 0.12%
220 26.0 22.0

|Ferogards)
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Em relacéo ametodologiadetriagem daatividade
antimicrobiana, esta se caracteriza por representar um
método difundido em ensaios laboratoriais, sendo de
rapida e facil execugdo, e possibilitando a selecdo 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 um teste de baixa sensibilidade (ALMEIDA,
CAVALCANTI, VIANA et al., 2010; SCORZONI et al.,
2009).

A triagem da atividade antimicrobiana tem o
objetivo de identificar quais dos produtos testados
apresentam potencial inibitério contra os microrga-
nismos avaliados, sem estabel ecer comparagéo entre as
medidas dos halos de inibicdo do crescimento
(ALMEIDA, CAVALCANTI, VIANA et al., 2010;
PACKER, LUZ, 2007; CAVALCANTI, ALMEIDA,
PADILHA, 2011). O potencial antimicrobiano,
representado pelos halos de inibi¢do do crescimento,
n&o pode ser comparado pelas diferentes propriedades
fisico-quimicas e vel ocidades de difusdo das solugdes
empregadas no agar Sabouraud-Dextrose. Conforme
observado por NASCIMENTO, NASCIMENTO,
RODRIGUES et al., (2007), propriedades como
volatilidade, insolubilidade em é&gua, viscosidade e
complexidade quimicaresultam emdifusdoirregular dos
componentes lipofilicos dos éleos e, consequente-
mente, em concentragdes desiguais do 6leo no &gar.

Quando datriagem daatividade antimicrobiana,
a literatura tem estabelecido que halos de inibi¢&o do
crescimento superioresa8 mm ou 10 mm sdo indicativo
dapresencadeatividadeinibitoria(MENEZES, ALVES,
VIEIRA et al., 2009; PACKER, LUZ, 2007; LIMA,
OLIVEIRA,LIMAetal., 2006). Assim, aposarealizacéo
do screening da atividade antimicrobiana, pode-se
afirmar que todos os produtos testados apresentaram
atividade sobre C. albicans, C. tropicalis e C. kruseai.

O presente estudo corroboraosachadosdalitera-
tura quanto a atividade inibitoria dos 6leos essenciais
de O. basilicum e C. martinii sobre C. albicans
(ALMEIDA, CAVALCANTI, VIANA et al., 2010;
CAVALCANTI, PEREZ, XAVIER et al., 2011;
LIXANDRU, DRACEA, DRAGOMIRESCU et al., 2010).
Conforme observado nos estudos de CAVALCANTI,
PEREZ, XAVIER et al., (2011) e ALMEIDA,
CAVALCANTI,VIANA et al. (2010), osdleosessenciais
deO. basilicume C. martinii inibiram aatividadedeC.
albicans em concentragdes inferiores a 100 mg/mL,
demonstrando-se efetivo contra cepas-padréo e
amostras de C. albicans isoladas de pacientes HIV
positivos, consideradas cepas de maior viruléncia.

Ao analisar o efeito do 6leo essencial de O.

basilicum frente espécies bacterianas e fungicas, o
estudodeLIXANDRU, DRACEA, DRAGOMIRESCU
et al., (2010) demonstrou efeito inibitdrio desse produto
natural, o que é corroborado por este trabalho.
Entretanto, POZZATI, SCHEID, SPADER et al., (2008)
identificou que o 6leo essencial de O. basilicum foi
ineficaz contra cepas resistentes de Candida albicans,
Candida dubliniensis, Candida tropicalis, Candida
glabrata e Candida krusei. Assim, a partir dos
resultados deste estudo, confirma-se a atividade dos
0Oleos essenciais de O. basilicum e C. martinii frente
cepas padronizadas de Candida, sendo necessaria a
avaliac8o do efeito desses extratos vegetais sobre
microrgani Smos resistentes.

Poucos estudos investigaram a atividade
antimicrobiana das espécies de plantas pertencentes
ao género Citrus. Neste trabalho, foram analisados os
Oleos essenciais de C. aurantium, C. limmom e C.
reticulata, sendo observada atividade antifangica
desses produtos naturais frente todas as cepas testadas.
Osresultados do presente estudo confirmam os achados
de AIBINU, ADENIPEKUN, ADELOWOTAN et al.
(2007) eDUTTA, KARMAKAR,NAGLOT etal., (2007),
0s quais encontram atividade antifungica e
antibacterianade 6leos essencials extraidos de espécies
do género Citrus, especialmente sobre C. albicans.
Devido a semelhanca na composicéo dos principais
constituintes ativos dessas plantas, também foi
observado efeito inibitdrio semel hante.

Quanto a atividade dos 6leos essenciais de X.
brasiliensis e C. xanthocar pa, ndo foram identificados
estudos sobre a atividade inibitoria dessas espécies
vegetais frente a acdo de qualquer microrganismo.
Portanto, esta € a primeira investigacdo a respeito da
atividade do 6leo essencial de X. brasiliensis e C.
xanthocarpa frente as leveduras C. albicans, C.
tropicalis e C. krusei, sendo observado seu efeito
inibitorio. A formagao de hal os deinibigéo superioresa
9,0 mm e 18 mm, respectivamente paraX. brasiliensise
C. xanthocar pa, indica anecessidade mais estudos que
possam confirmar aatividadeinibitoriadesses extratos
vegetais.

Os resultados do presente estudo apontaram o
efeito inibitorio dos 6leos essenciais de C. aurantium,
C. limmom, C. reticulata, X. brasiliensis, C.
xanthocarpa, O. basilicum e C. martinii. Entretanto, a
formacéo de zonas de inibi¢do dos microrganismos C.
abicans, C. tropicalise C. krusai ndo justificao emprego
desses produtos naturais no tratamento da candidiase
bucal. Entretanto, o aproveitamento do potencial
antimicrobiano dessas substancias pode ser avaliado
para formulacdo de solucBes desinfetantes e
higienizadoras de escovas e proteses dentarias.

R bras ci Saude 16(1):43-48, 2012
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A Concentraco InibitériaMinima(CIM), o efeito

inibitério sobre biofilmes, a biocompatibilidade, e a
interacdo com outros microrganismos, e com a saliva,
s80 aspectos que devem ser considerados quando da
perspectivade novos estudos e validacdo do uso clinico
desses produtos naturais.
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