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Objetivo: O propdsito desse estudo foi identificar a atividade
antifungica de 6leos essenciais sobre cepas de Candida envolvidas com
infecgdes da cavidade bucal.

Método: Foram avaliados oOleos essenciais obtidos a partir das
seguintes espécies vegetais: Citrus reticulata (Tangerina Cravo); Citrus
aurantifolia (Limdo Tahiti); Cinnamomum zeylanicum (Canela);
Matricaria chamomilla (Camomila Azul); Mentha piperita (Menta);
Eugenia uniflora (Pitanga) e Zingiber officinale (Gengibre). A
determinagdo da atividade antifiingica foi realizada utilizando a técnica
de difusdo em meio de cultura sélido, onde discos de papel de filtro
foram embebidos nos dleos e colocados em placas de Petri contendo
agar Sabouraud Dextrose inoculado com cepas de Candida albicans e C.
tropicalis. Também foi observada a concentragdo inibitéria minima a
partir do método da microdiluigdo. Os ensaios foram realizados em
duplicata.

Resultados: Foi observada expressiva atividade antifiingica dos dleos
essenciais de C. zeylanicum, C. aurantifolia e M. piperita, que
apresentaram didmetros de halos de inibicdo de crescimento
microbiano de até, respectivamente, 48 mm, 30 mm e 19 mm. Ainda foi
possivel identificar que 66,7% das cepas ensaiadas mostraram-se
resistentes aos Oleos essenciais de C. reticulata, M. chamomilla, E.
uniflora e Z. officinale. O C. zeylanicum e nistatina apresentaram,
respectivamente, CIMs de 312 pg mL™ e 32 ug mL™.

Conclusdo: Os Oleos essenciais avaliados apresentam atividade
antifungica, sendo os melhores resultados encontrados para C.
zeylanicum. Sugere-se a realizagdo de outros ensaios para avaliagdo de
atividade anti-Candida desse d6leo essencial, que pode representar
possivel agente terapéutico no tratamento de infec¢es fungicas da
cavidade bucal.

DESCRITORES

Candidiase bucal; Candida; Plantas Medicinais.

ABSTRACT

Objective: The purpose of this study was to identify the antifungal
activity of essential oils on Candida strains involved in oral cavity
infections.

Methods: essential oils obtained from the following species were
evaluated: Citrus reticulata (Cravo Tangerine) Citrus aurantifolia (Tahiti
Lime), Cinnamomum zeylanicum (Cinnamon), Matricaria chamomilla
(Blue Chamomile), Mentha piperita (Mint), Eugenia uniflora (Pitanga)
and Zingiber officinale (Ginger). The determination of antifungal activity
was performed using the diffusion technique on solid medium, where
filter paper discs were soaked in oils and placed in Petri dishes
containing Sabouraud dextrose agar inoculated with strains of Candida
albicans and C. tropicalis. It was also observed the minimum inhibitory
concentration from the microdilution method. Tests were performed in
duplicate.

Results: We observed significant antifungal activity of essential oils of
C. zeylanicum, C. aurantifolia and M. piperita, which had halos of
microbial growth inhibition with diameters up to 48 mm, 30 mm and 19
mm, respectively. Still, it was possible to identify that 66.7% of strains
tested were resistant to essential oils of C. reticulata, M. chamomilla, E.
uniflora and Z. officinale. C. zeylanicum and nystatin showed pg mL™
and 32 ug mL™ MIC, respectively.

Conclusion: The essential oils tested have antifungal activity, with best
results for C. zeylanicum. It is suggested to conduct other tests for
evaluation of anti-Candida activity of this essential oil, which could
represent possible therapeutic agent in the treatment of fungal
infections of the oral cavity.

Oral candidiasis; Candida; Medicinal Plants.
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INTRODUGAO

Cepas de Candida tém sido associadas as
infeccGes micdticas superficiais e sistémicas, podendo
ser isoladas em até 60% das cavidades bucais, estando a
Candida albicans e C. tropicalis entre as mais
prevalentes'. Tais microrganismos apresentam fatores de
viruléncia envolvidos com a formagdo de biofilmes,
sendo os fatores ambientais (saliva, fluido gengival, pH e
nutrientes) favoraveis aos processos de co-agregagdo e
co-adesdo entre Candida e outros microrganismos,
incluindo as bactérias envolvidas com as principais
patologias da cavidade bucal, carie dentdria e doencas
periodontaisz. Destaca-se que essa habilidade para
formagdo de biofilme estd intimamente associada a
capacidade de causar infecgbes, representando um
aumento na resisténcia as drogas antifungicas e as
defesas imunoldgicas do hospedeiro“.

Mecanismos moleculares envolvidos com a
viruléncia de espécies de Candida sdo elucidados na
perspectiva da elaboragdao de farmacos que apresentem
maior especificidade e, conseqlientemente, menos
efeitos indesejéveiss'7. Estes mecanismos estdo
relacionados a ativagdo da via de transdugdo de sinal
MAP (mitogen-activated protein) Kinase, onde respostas
celulares envolvidas com crescimento invasivo, formagao
de parede celular, adaptacdo ao estresse osmotico e
reprodugdo ocorrem mediante vias de sinalizagao
intracelular como MKc1, Cek1/2 e HOG1 MAP Kinase®.

Atualmente, os agentes disponiveis para
tratamento de infecgdes fungicas da cavidade oral,
caracterizadas como superficiais, sdo representados
pelos poliénicos (anfotericina B, nistatina, entre outros) e
azolicos (fluconazol, itraconazol, miconazol, cetoconazol,
entre outros), sendo estes uUltimos os eleitos em primeira
instdncia para tratamento dessas doengas e sdo
geralmente fungistéticosg.

Diante das limitagdes de uso desses antifungicos
sintéticos, evidenciadas pelo aumento da resisténcia
pelos microrganismos, bem como pelas reagdes
indesejadas apresentadas pelos usudrios, novos agentes
sdo propostos na tentativa de minimizar tais ocorréncias.
Nesse sentido, considerando a ampla atividade bioldgica
apresentada pelos produtos de origem natural, éleos
essenciais obtidos a partir das espécies vegetais de Citrus
reticulata (Tangerina Cravo), Citrus aurantifolia (Limdo
Tahiti), Cinnamomum zeylanicum (Canela), Matricaria
chamomilla (Camomola azul), Mentha piperita (Menta
piperita), Eugenia uniflora (Pitanga) e Zingiber officinale
(Gengibre) tém sido investigados para determinagdo de
suas atividades antimicrobiana”"’.

Assim, foi propdsito desse estudo avaliar a
susceptibilidade de espécies de C. albicans e C. tropicalis
frente aos 6leos essenciais de Citrus reticulata, Citrus
aurantifolia, Cinnamomum  zeylanicum, Matricaria
chamomilla, Mentha piperita, Eugenia uniflora e Zingiber
officinale

Os ensaios microbiolégicos foram realizados no
Laboratdrio de Micologia do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal da Paraiba, que disponibilizou as
cepas de C. albicans LM 42V, C. albicans 18F, C. albicans
MD 37, C. albicans LM 968, C. albicans ICB 12, C.
tropicalis ATCC 13803, C. tropicalis LM 708, C. tropicalis
LM 759, C tropicalis LM 28, C. tropicalis LM14, C.
tropicalis LM 37 e C. tropicalis LM 13.

Os oleos essenciais (Quadro 1) que tiveram a
atividade antiflingica avaliada foram obtidos na Ferquima
Ind. e Com. Ltda (Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo,
Brasil), sendo seus pardmetros fisico-quimicos descritos
pelo fornecedor, que produz e comercializa oleos
essenciais em escala industrial.

Quadro 1. Oleos essenciais utilizados no ensaio para
determinagdo da atividade anti-Candida.

a-q o Nome Densidade
Espécie Familia
popular g/mL
T -
Citrus reticulata Rutaceae angerina 0,844
Cravo
. . Limdo
Citrus aurantifolia Rutaceae Tahiti 0,868
C/nnam?mum Lauraceae Canela 1,040
zeylanicum Folha
Matr/car'/a Asteraceae Camomila 0,916
chamomilla Azul
M
Mentha piperita Lamiaceae . enT:a 0,899
Piperita
Eugenia uniflora Myrtaceae Pitanga 0,905
Zingiber officinale Zingiberaceae Gengibre 0,970

O ensaio para determinagdo da atividade
antifungica dos 6leos essenciais foi realizado pelo
método da difusdo em meio sélido™. Em placas de Petri
estéreis foram adicionados 20 mL de agar Sabouraud
Dextrose (ASD) fundido e resfriado a 45-502C. Apds
solidificagdo do agar, foi inoculado 1 mL da suspensdo
fungica na concentragdo de 10° UFC mL™. Em seguida,
discos de papel de filtro estéreis foram embebidos em 50
ML dos dleos essenciais e colocados sobre o meio de
cultura.

Os resultados foram avaliados a partir da
mensuragdo dos didametros dos halos de inibicdo de
crescimento fungico em milimetros (mm). O ensaio foi
realizado em duplicata, sendo considerada a média
aritmética dos valores obtidos.

A determinagdo da CIM para o vieo essencial 101
realizada através da técnica da microdiluigdo, com
algumas adaptagbes, preconizada pelo Método de
Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para a
Determinagdo da Sensibilidade de Leveduras a Terapia
Antifungicalg. Para realizagdo desse teste, foram
escolhidas as cepas C. albicans ATCC 76846 e C. tropicalis
ATCC 13803. Inicialmente, foram distribuidos 100 uL de
caldo Sabouraud dextrose nos orificios das placas de
microdilui¢cdo. Em seguida, foram distribuidos 100 uL da
emulsdo do dleo essencial, a uma concentragdo inicial de
5000 ug mL™, que foi diluida seriadamente a partir da
retirada de uma aliquota de 100 pL da cavidade mais



correspondente a cada cepa ensaiada na concentragdo
de 10° UFC mL™ Paralelamente, foram realizados
controle da viabilidade das cepas de leveduras ensaiadas.
Realizou-se também teste de sensibilidade das cepas
ensaiadas frente a agdo do antifungico nistatina,
considerada droga de escolha na utilizagdo clinica, em
concentragdo inicial de 64 pg mL™. Para controle de
qualidade da metodologia empregada, foi realizado o
teste de esterilidade do meio de cultura empregado.

Os ensaios foram realizados em duplicata e
incubados a 352C durante 24-48 horas. A leitura para
determinagdo da CIM dos dleos essenciais sobre as cepas
de leveduras foi feita a partir do método visual. Foi
levada em consideragdo a formagdo ou ndo de
aglomerados de células (“crescimento visual”) no fundo
da cavidade da placa. Dessa forma, considerou-se como
CIM, a menor concentragdo do produto em teste capaz
de produzir inibi¢do visivel sobre o crescimento das
cepas de leveduras utilizadas nos  ensaios
microbiolégicosw.

Para confirmagao da presenca de
microrganismos  vidveis nas concentragdes ndo
inibitérias, foi utilizado o corante TCC (2, 3, 5 trifenil
cloreto de tetrazédlio) no volume de 10 pL, que reflete a
atividade das enzimas desidrogenases, envolvidas no
processo de respiragdo. Isto torna possivel distinguir as
amostras vivas, coloridas de vermelho, daquelas mortas

a 20-21
que manteém a sua cor .

RESULTADOS

A tabela 1 mostra os resultados do ensaio para
determinagdo da atividade antifungica dos dleos
essenciais avaliados. Observa-se que todos os oleos
essenciais apresentaram efetividade de inibicdo de pelo
menos uma cepa fungica ensaiada, caracterizada pela
formag¢do de halos de inibicdo de crescimento
microbiano igual ou superior a 10 mm. Entre os
resultados obtidos, ressalta-se a atividade anti-Candida
evidenciada pelos 6leos essenciais de C. zeylanicum, C.
aurantifolia e M. piperita, visto que inibiram o
crescimento de todas as cepas ensaiadas (100%). Esta
propriedade de inibicio pode ser verificada quando
observados os diametros dos halos de inibicdo do
crescimento das leveduras promovidos pelo C
zeylanicum, C. aurantifolia e M. piperita. Os halos de
inibicdo do crescimento fungico podem ser observados
na Figura 1.
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Tabela 1. Medida em milimetro dos halos de inibicdo de
crescimento microbiano produzidos pelos dleos essenciais
sobre cepas de Candida.

Cepas A B C D E F G H
C. albicans

0 0O (44 |18 |10| O 0 | 37
LM 42V
C. albicans

15 16 | 48 | 30 | 19 | 10 | 14 | 35
18F
C. albicans

0 0O (40| 8 |11 | O 0 |39
MD 37
C. albicans

12 13 |40 (20 |13 | O | 10 | 40
LM 968
C. albicans

0 0 46 | 18 | 13 0 0 42
ICB-12
C. tropicalis

0 0O (38 |10|11| O 0 | 38
LM 708
C. tropicalis

0 9 (38|14 |11 | O 0 | 35
LM 759
C. tropicalis

0 0 42 | 14 | 11 0 0 38
LM 14
C. tropicalis

0 0O (40|20 |10 | O 0 |39
LM 28
C. tropicalis

10 10 | 42 | 17 | 14 0 9 41
ATCC 13803
C. tropicalis

0 0 40 | 10 | 12 0 0 43
LM37
C. tropicalis

10 12 | 42 |22 |13 | O | 11 | 43
LM 13

A — Citrus reticulata (Tangerina Cravo), B — Matricaria chamomilla
(Camomila), C — Cinnamomum zeylanicum (Canela folha), D — Citrus
aurantifolia (Limdo Tahiti), E — Mentha piperita (Menta piperita), F —
Eugenia uniflora (Pitanga) e G - Zingiber officinale (Gengibre)

Por outro lado, 66,7% das cepas ensaiadas
mostraram-se resistentes aos o6leos essenciais de C
reticulata, M. chamomilla, E. uniflora e Z officinale,
estando as cepas de C. tropicalis LM 708 e C. tropicalis
LM 759 entre as mais resistentes. Considerando que
dleo essencial de C. zeylanicum apresentou os melhores
resultados no teste de difusdo em meio sodlido, foi
verificada a menor concentragdo desse produto capaz de
inibir o crescimento fungico. Assim, foi observada CIM de
312,5 ug mL™ sobre as cepas de C. albicans ATCC 76845 e
C. tropicalis ATCC 13803. Por sua vez, a nistatina
apresentou uma CIM de 32 ug mL™ sobre as mesmas
cepas (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragdo Inibitéria Minima do Oleo essencial de
C. zeylanicum e Nistatina sobre cepas de Candida.

CIM (ug mLY) | CIM (ug mL™)
Cepas ) S
C. zeylanicum Nistatina
C. albicans ATCC 76845 | 312,5 ug/mL 32 pg/mL
C. tropicalis ATCC 13803 | 312,5 pg/mL 32 pg/mL

Os resultados apontam que os 6leos essenciais
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expressiva atividade anti-Candida evidenciada pelo dleo
essencial de C. zeylanicum, que promoveu a formagao de
halos de inibigdo de crescimento de até 48 mm sobre as
cepas ensaiadas. Resultado semelhante foi apontado por
outro estudo®, onde foi encontrado halo de inibicdo
superior a 40 mm quando da avaliagdo da atividade
antifungica do extrato etandlico da C. zeylanicum sobre
cepas de C. albicans. Esta expressiva atividade
antifungica da C. zeylanicum também foi encontrada
sobre espécies de Aspergillus, sendo encontrados halos
de inibigdo de crescimento de até 19 mm™.

As cepas fungicas também apresentaram-se
sensiveis ao Oleo essencial de C. aurantifolia, sendo
encontrados halos de inibigdo de crescimento de até 30
mm para C albicans 18F. Estes resultados sdo
semelhantes aos achados de literatura®, que
evidenciaram que cepas de Candida sdo sensiveis ao dleo
em concentragbes de até 256 mg/mL.

O 6leo essencial obtido a partir da M. piperita
apresentou atividade sobre todas as cepas ensaiadas,
com halos de inibicdo de crescimento de até 19 mm.
Entretanto, ndo foi observada na literatura atividade
anti-Candida do extrato etandlico obtido a partir dessa
espécie vegetalzs.

A fraca atividade antifungica evidenciada pelos
outros Oleos essenciais avaliados (C. reticulata, M.
chamomiilla, E. uniflora e Z. officinale) também tem sido
evidenciada por outros estudos” 5172,

Destaca-se que a avaliagdo da atividade
antimicrobiana de dleos essenciais apresenta algumas
dificuldades, que estdo associadas as caracteristicas
quimicas dos mesmos, como: volatilidade, insolubilidade
em 4gua e complexidade, que podem interferir
significativamente nos resultados®’. Por outro lado, a
hidrofobicidade apresentada pelos dleos essenciais pode
facilitar sua interagdo com estruturas celulares que tem
constituicdo  lipidica, promovendo aumento da
permeabilidade, provocando uma saida extensiva de
eletrdlitos, indispensaveis a sobrevivéncia celular?.

Assim, deve-se reconhecer que os dleos
essenciais obtidos a partir de plantas sdo considerados
fontes promissoras para elaboragdo de farmacos
utilizados no tratamento de micoses, mesmo
considerando que os fungos envolvidos em infec¢Ges
humanas apresentam-se relativamente mais sensiveis
aos antifungicos sintéticos comerciais”®*.  Porém,
considerando a necessidade de ampliagdo do arsenal
terapéutica antifungico, devido, principalmente, ao
aumento do numero de cepas resistentes aos produtos
comercialmente disponiveis, a busca por novos
compostos antifungicos mostra-se de relevante
significéncials.

Ressalta-se que este estudo representa uma
avaliagdo inicial para determinagdo da atividade
antifungica dos odleos essenciais, sendo, portanto,
necessario o desenvolvimento de outros ensaios pré-
clinicos, que incluem a determinagdo de concentracGes
fungicida e fungistatica, avaliagdo da curva de morte
microbiana, além do desenvolvimento de estudos sobre
o bpossivel mecanismo de ac3o e bprooriedades

A partir dos resultados obtidos, foi possivel
observar o potencial antifliingico dos produtos naturais
avaliados, destacando o expressivo resultado
apresentado pelos Oleos essenciais de Cinnamomum
zeylanicum (Canela) e Citrus aurantifolia (Limdo Tahiti),
representando uma possivel aplicacdo desses produtos
na prevencdo e tratamento de doengas infecciosas de
origem fungica, incluindo a candidose oral.
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