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Objetivo: Avaliar a atividade antifingica, o efeito sobre a cinética de
morte microbiana e as alteragdes morfoldgicas do éleo essencial de
Cinnamomum cassia (canela) sobre cepas de Candida albicans isoladas
de pacientes HIV positivos e cepa padrdo (ATCC 76485).

Método: Suspensdes fungicas (10°UFC/mL) foram preparadas a partir
de amostras clinicas (n=15) e padrdo (n=1) de C. albicans. Emulsdes do
dleo essencial foram avaliadas em concentragdes que variaram entre
1024pg/mL e 4pg/mL. A agdo antifingica foi determinada pela
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), por meio da técnica da
microdiluicdo. Realizou-se o ensaio de cinética sobre a morte das
leveduras (tempos 0, 30, 60, 180 minutos e 24h), bem como a avaliagdo
da interferéncia do éleo essencial sobre a micromorfologia das cepas. O
miconazol (50 pg/mL) foi utilizado como controle e a analise estatistica
se deu pelos testes Kruska-Wallis e Dunn (p<0,05).

Resultados: A CIM variou entre 64 e 128 ug/mL, frente as cepas
testadas. Para o teste de cinética, verificou-se agdo antifliingica de C.
cassia nas concentragées CIM, 2xCIM e 4xCIM, em todos os tempos
analisados. O controle de crescimento foi estatisticamente diferente do
miconazol e do d6leo essencial (p<0,01), ndo sendo observada diferenga
estatistica entre o efeito do miconazol e do produto natural (p>0,05).
Alteragdes na micromorforlogia das cepas (auséncia de pseudohifas e
clamidoconideos) foram verificadas na CIM.

Conclusdo: O dleo essencial de C. cassia, semelhante ao miconazol,
apresentou atividade antifingica e efeito sobre a cinética de morte
microbiana. Os produtos avaliados provocaram alteragBes sobre a
micromorfologia das cepas testadas.

DESCRITORES

Candida albicans; Candidiase Bucal; Produtos Bioldgicos.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the antifungal activity, the effect on microbial
death kinetics and the morphological alterations caused by
Cinnamomum cassia (canela) essential oil against Candida albicans
strains isolated from HIV-positive patients and a reference strain (ATCC
76485).

Method: Fungal suspensions (10°CFU/mL) were prepared from clinical
(n=15) and reference (n=1) C. albicans samples. Essential oil emulsions
were evaluated at concentrations between 1024 pg/mL and 4 ug/mL.
The antifungal action was determined by the minimal inhibitory
concentration (MIC) using the microdiluition technique. The kinetics
assay for yeast death was performed (times: 0, 30, 60, 180 minutes and
24 h) as well as evaluation of the interference of the essential oil on the
micromorphology of the strains. Miconazol (50 pug/mL) was used as a
control. The statistical analysis was performed by the Kruskal-Wallis
and Dunn tests (p<0.05).

Results: The MIC varied from 64 to 128 pg/mL for the tested strains.
The kinetics assay revealed antifungal action of the C. cassia at the
concentrations MIC, 2xMIC and 4xMIC, at all analyzed times. Growth
control was significantly different for miconazol and for the essential oil
(p<0.01), with no statistically significant difference between the effect
of miconazol and the natural product (p>0.05). Alterations in the
micromorphology of the strains (absence de pseudohifas and
chlamydoconidias) were verified in the MIC.

Conclusion: In the same way as miconazol, C. cassia essential oil
presented antifungal activity and effect on microbial death kinetics. The
tested products caused alterations on the micromorphology of the
tested strains.

Candida albicans; Oral Candidiasis; Biological Products.
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INTRODUGAO

As espécies fungicas do género Candida
coexistem com a comunidade bacteriana da microbiota
oral normal, sendo verificado que o isolamento de
Candida spp. da cavidade bucal ndo implica,
necessariamente, na ocorréncia de infecgdes, ja que tal
fato é observado em individuos saudaveis®. Entretanto,
por representarem um grupo de microrganismos
oportunistas, podem causar infeccbes diagnosticadas
como candidoses™>.

Além dos fatores inerentes a cavidade bucal, a
imunossupressdo é um fator condicionante para o
aparecimento de candidose oral. Essa infec¢cdo é comum
em individuos com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA/AIDS), sendo a C. albicans reconhecida
como um marcador bioldgico da evolugdo da doenga".

Aproximadamente 81% dos pacientes com AIDS
sdo colonizados por cepas de Candida®. O isolamento de
C. albicans da cavidade bucal de pacientes portadores de
AIDS tem sido comum®®, permitindo observar que
algumas amostras sdo resistentes aos antifungicos
utilizados no tratamento da doengas.

Para o tratamento da candidose oral, a conduta
clinica tem levado ao uso de antifungicos sintéticos,
representados pela Anfotericina B e Nistatina, bem como
os derivados azdlicos (miconazol, fluconazol, itraconazol
e voriconazoI)S. Porém, o amplo uso destes agentes tem
chamado atencdo para o desenvolvimento de espécies
resistentes’. A literatura relata casos de resisténcia
medicamentosa de C. albicans frente a derivados
azdlicos, em pacientes HIV positivos com diagndstico de
candidose oral™. Assim, diante do evidente crescimento
do nimero de patdgenos resistentes aos antimicrobianos
atualmente utilizados na clinica, existe uma clara e
emergente necessidade de introduzir novos compostos
antimicrobianos no arsenal terapéuticon.

A utilizagdo de produtos de origem natural tem
sido uma opc¢do estudada, visando obter substancias de
capacidade antifungica comprovada, aliada a menor
resisténcia esperada das espécies fungicas. Diante disto,
alguns estudos avaliaram a atividade antifingica e
antibacteriana de produtos naturais a base de
Cinnamomum cassia (canela da china)**™*.

Assim, o propésito deste estudo foi avaliar a
atividade antifungica do 6leo essencial de Cinnamomum
cassia (C. cassia) e seu efeito sobre a cinética de morte
microbiana e micromorfologia de cepas de C. albicans
isoladas de pacientes HIV positivos e cepa padrdo.

METODOLOGIA

Oleo essencial

O d6leo essencial de C. cassia foi adquirido
mediante compra na Empresa Laszlo Aromaterapia
LTDA® (Santa Catarina). De acordo com o laudo técnico
fornecido pelo fabricante, o nome popular do espécime é

canela da china. Segundo o mesmo laudo, utilizou-se a
casca para extracdo do oleo essencial, obtido pelo
método da destilagdo e arraste a vapor. O Quadro 1
apresenta a composi¢ao quimica informada do produto.

Quadro 1. Composi¢io quimica informada do odleo
essencial de C. cassia, segundo especificagao do fornecedor
(Jodo Pessoa, 2011).

Constituinte %
Aldeido Cinamico 83,9
a-pineno 1,2
Canfeno 0,4
p-cimeno 0,5
Eugenol 0,4
B-cariofileno 0,2
Benzoato de benzila 6,8

Amostras Fungicas

No presente estudo, foram utilizadas 15
amostras de C. albicans isoladas de pacientes HIV
positivos, cedidas pelo Laboratério de Micologia do
Departamento de  Ciéncias  Farmacéuticas da
Universidade Federal da Paraiba. Para tal finalidade, foi
assinado um termo de anuéncia, para concessdo das
referidas amostras e utilizagdo do espago fisico do
laboratério. As amostras foram nomeadas
aleatoriamente por cédigos C-01 a C-15. Utilizou-se uma
cepa padrdo de C. albicans (ATCC 76485), identificada
pelo cédigo CP.

Devido a utilizagdo de amostras clinicas de C.
albicans, o presente estudo foi submetido a apreciagdo
do Comité de Etica de Pesquisa em Seres Humanos do
Hospital Universitario Lauro Wanderley, de acordo com a
resolucdo 196/96. A aprovacio pelo respectivo érgdo foi
registrada segundo parecer n°.462/10, folha de rosto
n°363362.

As amostras foram devidamente isoladas e
estocadas em agar Saburaud Dextrose (ASD), em
ambiente refrigerado. Para o ensaio laboratorial foram
confeccionadas suspensdes flungicas em solugdo salina
estéril a 0,9%, contendo aproximadamente 10° UFC/mL,
padronizado de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da
escala de McFarland.

Diluigéio do Oleo Essencial de C. cassia

Para a realizacdo dos ensaios microbioldgicos,
proferiu-se diluicdo do éleo essencial de C. cassia™. A
emulsdo foi mantida sob agitagdo em Vortex, sendo a
concentracdo inicial obtida de 2048 ug/mL.

Determinag¢do da Concentragdo Inibitoria Minima
Para determinagdo da CIM, utilizou-se a técnica
da microdiluicdo em caldo Sabaraud Dextrose'®.
Inicialmente, distribuiu-se 100 pL de caldo Sabouraud
Dextrose (DIFICO®, Detroit, Michigan, EUA) (CSD)
duplamente concentrado nos orificios das placas de
microdiluicdo de 96 orificios. Em seguida, 100 uL da
emulsdo do 6leo essencial de C. cassia foi distribuida
realizando-se diluicdes a partir da transferéncia de
aliquotas de 100 pL da cavidade mais concentrada para a
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cavidade sucessora. Desta forma as concentracdes
variaram entre 1024 pg/mL e 4ug/mL, totalizando nove
diluigdes seriadas. Nos orificios de cada coluna foram
dispensadas aliquotas de 10 plL das suspensdes fungicas
de C. albicans. As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica por 48 horas a 35-372C.

Para validagdo do teste foram realizados o
controle de viabilidade das cepas ensaiadas, teste de
esterilidade do meio de cultura e controle das cepas com
antiflngico miconazol (considerado farmaco padrdo), na
concentracdo 50 pg/mL. A determinacdo da CIM foi
observada mediante teste visual, observando-se a
presenca ou ndo de aglomerados de células (crescimento
visual) no fundo das cavidades da placa. Assim, a foi
considerada CIM a menor concentragdo do dleo essencial
capaz de produzir inibicdo visivel (auséncia de
aglomerados celulares) do crescimento das cepas de C.
albicans'®. A anélise dos dados para determinagdo da
CIM se deu de forma descritiva.

Efeito sobre a cinética de morte das leveduras

O estudo da interferéncia do dleo essencial de C.
cassia sobre a cinética de morte microbiana foi realizado
por meio da técnica de contagem de células vidveis para
os fungos leveduriformes. Neste ensaio, observou-se o
comportamento das cepas frente a CIM determinada
pelo método de microdiluicdo, além das concentragGes
2xCIM e 4xCIM. Para a execugdo do ensaio de cinética foi
selecionada uma amostra clinica (C-02) e a amostra
padrdo (CP) de C. albicans.

Emuls&es (500 pL) do d6leo essencial de C. cassia,
preparadas nas concentragdes CIM, 2xCIM e 4xCIM,
foram adicionados em tubos de ensaio contendo 4 mL de
CSD estéril e 500 pL das suspensdes das leveduras (10°
UFC/mL). Os respectivos tubos foram incubados a 35-
372C por 24 horas, no decorrer do ensaio. Nos tempos
determinados (0, 30, 60, 120min e 24 horas), uma
aliquota de 10 pL das solugdes testes foi inoculada sobre
em placas de ASD para determina¢do da contagem de
colbnias. As placas inoculadas foram incubadas a 35-372C
durante 24 horas, sendo os testes realizados em
triplicata.

De forma equivalente, realizou-se o ensaio de
cinética para o miconazol, farmaco padrdo escolhido
para o referido teste. Assim, o comportamento das cepas
foi avaliado utilizando-se as concentragbes de 50ug/mL,
100ug/mL e 200ug/mL, pois nos ensaios anteriores o
antifungico padrao foi utilizado em uma concentragdo
fixa, ndo tendo sido realizada a determinacdo da CIM, ja
gue 0 mesmo apresenta-se para uso clinico. No mesmo
experimento, foi realizado o grupo para controle de
crescimento, utilizando-se agua destilada estéril em
substituicdo do agente antiflingico.

Ap0ds o periodo de incubagdo, determinou-se o
total de Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro
(UFC/mL) para cada tempo, concentracdo e cepa
testadas. Verificou-se a relagdo entre a concentragao
testada, o tempo de exposi¢do as solugdes antifingicas e
amédia de crescimento de cada cepa avaliada. Assim,

comparou-se a dimensdo da atividade antifungica em
varias concentragdes, diante dos tempos avaliados,
comparando-se o grupo teste com o farmaco sintético e
o controle de crescimento.

Os dados coletados (total de UFC/mL em funcgdo
do tempo e concentragio analisados) foram
considerados ndao paramétricos, visto que sdo varidveis
discretas e ndo podem apresentar distribuicdo normal.
Assim, a anadlise estatistica se deu pelos testes Kruskal-
Wallis e Dunn, com nivel de significancia de 5%.

Efeito sobre a morfologia das leveduras

A técnica do microcultivo para leveduras foi
empregada na determinacdo do efeito sobre a
morfologia das amostras de C. albicans, utilizando-se o
meio solido 4gar-arroz em camera Umida’. Para tal
teste, selecionou-se uma amostra clinica (C-02) e a
padrdo (CP).

Ao meio de cultura agar-arroz, foram
dispensadas as emulsdes do dleo essencial nas
concentragdes correspondentes a CIM, 2xCIM e 4xCIM. O
controle de crescimento foi realizado com agua destilada
estéril e o miconazol (padrdo farmacoldgico) foi avaliado
nas concentrag@es: 50, 100 e 200 pg/mL. Assim, foram
formados sete sistemas-testes, em tubos de ensaio
estéreis.

Em seguida, transferiu-se 1 mL do &agar-arroz
associado aos produtos testes para uma lamina de vidro,
formando uma camada delgada. Apds a solidificacdo do
agar-arroz, semeou-se a levedura com o auxilio de alca
bacteriolégica em forma de agulha, fazendo uma estria
paralela. Adicionou-se uma laminula de vidro, para cobrir
0 microcultivo e inseriu-se o sistema em placa de petri
estéril. Posteriormente, 1 mL de agua destilada e
esterilizada foi inserida na placa de petri, para manter a
umidade. Cada placa foi fechada e incubada a
temperatura de 35-372C durante 48 horas.

Decorrido o tempo de incubagdo, cada
preparacdo foi examinada em microscopia de campo
claro para a observagdo da formag¢do ou ndo das
estruturas caracteristicas das leveduras, incluindo
blastoconideos, pseudohifas, e clamidoconideos. Os
microcultivos foram fotografados e caracterizados de
acordo com a presenca das estruturas leveduriformes, as
guais se encontravam presentes, ausentes ou raros.

RESULTADOS

A CIM do dleo essencial de C. cassia, frente as
cepas clinicas e padrdo variou entre 128 e 64 pg/mL
(Quadro 2). O miconazol, avaliado na concentracdo 50
ug/mL, inibiu a atividade de todas as cepas testadas.

Em relagdo ao efeito do dleo essencial de C
cassia sobre a cinética de morte de C. albicans (C-02 e
CP), verificou-se que os produtos testados produziram
reducdo significativa do total de UFC/mL, quando
comparados ao controle de crescimento. A Tabela 1
apresenta as médias do total de Unidades Formadoras de
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Colénia por mililitro (UFC/mL x 104) de cada cepa
testada, apds exposicdo aos produtos analisados nas
concentragbes CIM, 2xCIM e 4xCIM. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significantes

Tabela 1.

CIM, 2xCIM e 4xCIM.

Média do total de Unidades Formadoras de
Colénia por mililitro (UFC/mL x 10*) de cada cepa testada,
apos exposi¢do aos produtos analisados nas concentragoes

(p>0,05) entre a atividade do 6leo essencial e do Produtos testados :g‘z"s"as deC. “”::’;“"‘
mlcoha'zol, nas cor.mcentragoes testadas, sendo ambos Controle (3gua destilada) 26,7° 4952
estatisticamente diferentes (p<0,01) do controle de C. cassia CIM 9,2° 19,4°
crescimento. C. cassia 2xCIM 8,6° 17,3°
C. cassia 4xCIM 9,2° 18,3°
. b b
Quadro 2. Concentragio Inibitéria Minima — CIM (pg/mL) do M'COﬂaZOl M 12:7b 13:8b
6leo essencial de C. cassia frente as amostras de C. albicans. Miconazol 2xCIM 114 151
TR am Miconazol 4xCIM 6,7 12,9
c-01 64 Letras diferentes na mesma coluna indicam  diferenca
c.02 64 estatisticamente significante (p<0,01) — Testes Kruskal-Wallis e Dunn.
C-03 64
C-04 64 A Figura 1 ilustra o efeito das concentragbes do
C-05 64 Miconazol e do dleo essencial (OE) frente a cepa C-02,
c-06 64 em todos os tempos de avaliagdo. Observou-se diferenca
C-07 64 . L
08 64 estatisticamente significante (p< 0,01) entre os grupos
09 64 teste e o controle de crescimento.
C-10 64
C-11 64 A Figura 2 ilustra o efeito das concentragdes do
c12 128 Miconazol e do éleo essencial (OE) frente & cepa padréo
gii Zi CP, em todos os tempos de avaliagdo. Observou-se
15 oa diferenca estatisticamente significante (p< 0,01) entre os
cp 64 grupos teste e o controle de crescimento.
Al g, B
é 604 Iz, 60
- [
- -
E 1
0 o
5 20 I 204
0 T T T T 1 0+ v v v v "
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Tempo Tempo
- Contrde de Crescimento C-02 o~ Controk do Crescimaento C-02
2 Miconmol CIM - OF CIM
- Miconazol 2CIM - OF 2CIM
- Miconazol 4CIM - 0OF ACIM

Figura 1. Curva de morte microbiana obtida para a atividade antifiingica do Miconazol (A) dleo essencial de C. cassia — OE (B) nas concentragdes CIM,
2xCIM e 4xCIM sobre a cepa clinica de C. albicans (C-02), nos tempos 0, 30, 60, 120 minutos e 24 horas. Observou-se diferenga estatisticamente
significante (p<0,01) entre o total de UFC/mL obtidos para o controle e para os grupos teste.
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Figura 2. Curva de morte microbiana obtida para a atividade antifungica do Miconazol (C) 6leo essencial de C. cassia — OE (D) nas
concentragdes CIM, 2xCIM e 4xCIM sobre a cepa padrdo de C. albicans (CP), nos tempos 0, 30, 60, 120 minutos e 24 horas. Observou-se
diferenga estatisticamente significante (p<0,01) entre o total de UFC/mL obtidos para o controle e para os grupos teste.
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Em relagdo a interferéncia do d6leo essencial
sobre a micromorfologia fungica, por meio da anélise em
microscopia de campo claro, foi verificada e presenca de
balstoconideos em todas as laminas analisadas.
Entretanto, a presenca de pseudohifas foi considerada
ausente, em todas as concentragdes do grupo teste bem
como comparadas ao miconazol. A presengca de
clamidoconideos foi considerada rara nos grupos
analisados (Figuras 3 e 4).

Figura 3. Micromorfologia da cepa clinica C-02 de C. albicans
frente ao uso do 6leo essencial na CIM. Observa-se presenga

de raros clamidoconideos e auséncia de pseudohifas.

Figura 4. Micromorfologia da cepa clinica C-02 de C. albicans
sob agdao do Miconazol, observando-se a presenga de
pseudohifas e clamidoconideos.

A atividade antifungica do dleo essencial de C.
cassia foi avaliada por métodos distintos, inicialmente
por microdiluicdo em caldo, no qual foram verificados os
valores de CIM entre 128 e 64 ug/mL, sendo para 93,75%
(n=15) a CIM igual a 64 pg/mL, inclusive a CP. O produto
foi caracterizado como eficiente agente antiflingico, ja
que apresentou atividade antifingica superior a
0,5mg/mL18. Outras investigagdes avaliaram a CIM do
6leo essencial de C. cassia frente a C. albicans (ATCC
90029), obtendo-se como valor para CIM 0,169 uL/mLu.
Ressalta-se que as diferengas encontradas nos valores de

N

CIM podem ser caracterizadas devido a utilizagdo de
espécies fenotipicamente diferentes de C. albicans.

A agdo antimicrobiana do éleo essencial de C.
cassia foi testada frente espécies bacterianas como
Escherichia coli e Proteus mirabilis, sendo a CIM do éleo
determinada nas concentragbes 0,1 mg/mL e
0,001mg/mL, respectivamente“. Desta forma, mesmo
sendo estabelecida comparagdo entre espécies flungicas
e bacterianas, considerando suas diferengas estruturais
como parede celular e metabolismo, constata-se
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. cassia.

A composicdo quimica do éleo essencial de C.
cassia pode explicar sua atividade antimicrobiana, devido
a presenca do cinanomaldeido (83,9%) e eugenol (0,4%),
conhecidos por sua atividade antifungica. A atividade
antifungica do referido d6leo foi constatada pela
literatura, frente a inibicdo do crescimento de hifas e
esporos de A. nigerB. Observou-se que o éleo essencial,
comparado a outras 74 amostras de 6leos essenciais teve
o melhor desempenho, relacionando-se os valores de
halos de inibicdo das amostras, sendo inferior apenas ao
Oleo essencial de C. zey/anicumls.

A atividade antifingica do dleo essencial foi
comprovada diante da determinagdo da CIM, bem como
por meio da atividade sobre a cinética de inibicdo das
leveduras. Observou-se que a CIM foi capaz de diminuir o
crescimento das leveduras, sendo este efeito
diretamente proporcional a concentracdo do dleo
essencial. Dessa forma, demonstra-se que, para o ensaio
de cinética, quanto maior a concentragdo do dleo
essencial maior a atividade antifungica. Sugere-se que
estudos futuros possam comparar o0s possiveis
mecanismos de a¢do do 6leo essencial, sabendo-se que,
devido ao seu carater hidrofébico, permitem interagdo
com estruturas lipidicas, aumentando a permeabilidade
celular, provocando danos irreversiveis a célula™?.

O género Candida ¢é caracterizado por
apresentar fungos leveduriformes, tendo em sua
reproducdo assexuada a formagdo de blastoconideos,
clamidoconideos e pseudo-hifasu. Estas estruturas sao
determinadas como estruturas de viruléncia deste
género.

Estudos sobre as alteragdes morfoldgicas
provocadas por odleos essenciais na micromorfologia
fungica ainda sdo escassos. Entretanto, observou-se que
o oleo essencial de C. cassia foi eficiente na diminuigdo
dos fatores de viruléncia da C. albicans de origem clinica
e padrdo. Da mesma forma que o ensaio de cinética, a
atividade do dleo inibiu o crescimento de pseudohifas e
clamidoconideos, considerando-se a o efeito de inibicdo
diretamente proporcional a concentragdo.

Sabe-se que a resisténcia aos produtos
antifungicos se deve a fatores do préprio paciente e sua
interagdo com o patégeno e o medicamento; entretanto
pode-se considerar a resisténcia in vitro e in vivo. A
resisténcia in vitro pode ser observada a partir da
interagdo entre o microrganismo e o farmaco, sendo
verificadas transformag¢des na morfologia microbiana, as
quais levardo a resisténcia. A resisténcia in vivo pode
estar relacionada ao teor do farmaco presente na
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corrente sanguinea e a ineficacia do medicamento®. O
presente estudo confronta a utilizacdo do éleo essencial
de C. cassia frente a cepas de origem padrao e clinica, de
C. albicans, constatando que ndao hda diferengas na
resisténcia destes microrganismos ao uso do produto.

A realizagdo de estudos mais especificos, como a
atividade antifungica sobre biofilme multiespécie de
Candida, o qual engloba espécies com gendtipos e
fendtipos diferentes devem ser realizados a fim de
determinar o comportamento do 6leo essencial frente a
outros microrganismos. Aliado a este estudo, outros
devem ser realizados buscando o isolamento do principio
ativo do éleo essencial e assim formar suposi¢Oes a cerca
do mecanismo de agdo do dleo essencial.

Concluiu-se que o dleo essencial de C. cassia,
semelhante ao miconazol, apresentou atividade
antifingica e efeito sobre a cinética de morte
microbiana, sendo  observadas alteracbes na
micromorfologia das cepas testadas.
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