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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

ATIVIDADE in vitro DOS OLEOS ESSENCIAIS DE CONDIMENTOS
FRENTE A Candida glabrata SENSIVEIS E RESISTENES AO
FLUCONAZOL
Autora: Isaura Helena Soares
Orientador: Sydney Hartz Alves
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 17 de agosto de 2012.

No presente estudo, avaliou-se a atividade antimicrobiana in vitro dos 6leos essenciais
obtidos de Origanum vulgare (orégano), Cinnamomum zeylanicum (canela), Lippia
graveolens (orégano mexicano), Thymus vulgaris (tomilho), Salvia officinalis (salvia),
Rosmarinus officinalis (alecrim), Ocimum basilicum (manjericdo) e Zingiber officinale
(gengibre) frente aos isolados de Candida glabrata. Foi utilizado um grupo de 36 isolados de
C. glabrata sensiveis ao fluconazol e outro grupo, derivado do primeiro, obtido ap6s inducéo
a resisténcia ao fluconazol in vitro, totalizando 72 isolados testados. Empregou-se a
metodologia de microdiluicdo em caldo, utilizando-se concentracbes de 50 pg/mL, 100
pg/mL, 200 pg/mL, 400 pg/mL, 800 pg/mL, 1600 pg/mL e 3200 pg/mL, através do qual se
determinou Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM). Os Odleos essenciais de tomilho, salvia, alecrim, manjericdo e gengibre néo
evidenciaram atividade antifngica nas concentracfes testadas. Atividade antimicrobiana
inferior ou igual a maxima testada (3200 pg/mL) foi observada para os 6leos essenciais de
orégano, orégano mexicano e canela. O 6leo essencial de orégano apresentou a atividade
antimicrobiana mais potente. Quando analisada a diferenca entre os dois grupos de micro-
organismos, C. glabrata sensivel ao fluconazol mostrou-se mais suscetivel ao éleo essencial
de orégano e orégano mexicano, e C. glabrata resistente ao fluconazol mostrou-se mais

suscetivel ao 6leo essencial de canela.

Palavras-chave: Candida glabrata, 0leos essenciais, atividade antifingica.



ABSTRACT

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

Invitro ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS EXTRACTED FROM
CONDIMENTS AGAINST FLUCONAZOLE RESISTANT AND
SENSIBLE Candida glabrata
Autora: Isaura Helena Soares
Orientador: Sydney Hartz Alves
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 17 de agosto de 2012.

In the present study, in vitro antifungal activity of essential oils obtained from
Origanum vulgare (oregano), Cinnamomum zeylanicum (cinnamon), Lippia graveolens
(Mexican oregano), Thymus vulgaris (thyme), Salvia officinalis (sage), Rosmarinus officinalis
(rosemary), Ocimum basilicum (basil) e Zingiber officinale (ginger) was assessed against
Candida glabrata isolates. A group of 36 fluconazole-susceptible C. glabrata isolates were
used and another group, derived from the first, obtained after in vitro induction of the
fluconazole-resistance, totalizing 72 isolates tested. The methodology used was broth
microdilution, cancentrations of 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 400 pg/mL, 800 pg/mL,
1600 pg/mL and 3200 pg/mL were used, through which Minimal Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimal Fungicidal Concentration (MFC) were determined. Thyme, sage,
rosemary, basil and ginger essential oils showed no antifungal activity on the tested
concentrations. Antimicrobial activity lower than or equal to 3200 pg/mL was observed for
oregano, Mexican oregano and cinnamon essential oils, being oregano essential oil the most
potent. Oregano essential oil has shown the best antifungal activity against fluconazole-
susceptible C. glabrata group. Likely, Mexican oregano essential oil has shown the best
antifungal activity against fluconazole-susceptible C. glabrata group. And cinnamon essential
oil has shown the best antifungal activity against fluconazole-resistant isolates of C. glabrata.

Keywords: Candida glabrata, essential oil, antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

As infecgdes por fungos do género Candida tém evidenciado aumentada prevaléncia
nas Gltimas trés décadas, tornando-se uma significativa causa de morbimortalidade, sobretudo
entre pacientes com doencas hematologicas. Embora Candida albicans seja a espécie mais
comumente encontrada, constatou-se também um significativo aumento na frequéncia de
outras espécies, ditas ndo-albicans como: C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata
(FIGUEROA et al., 2009).

O espectro das candidiases é bastante extenso, indo desde manifestacdes banais, como
a colonizacdo de mucosas, até quadros sistémicos, com invasao de varios 6rgaos. As mucosas
mais frequentemente envolvidas, em quadros de candidiase, sdo as da boca, da vagina e do
esofago (SIDRIM & ROCHA, 2004).

Até recentemente, C. glabrata era considerada um fungo comensal relativamente nédo
patogénico presente em mucosas do organismo humano. Devido a fatores como maior uso de
agentes imunossupressores, prolongada hospitalizagdo, antibioticoterapia e utilizacdo do
fluconazol, as candidiases por C. glabrata passaram a ser mais frequentemente diagnosticadas
(FIDEL; VAZQUEZ; SOBEL, 1999). Atualmente C. glabrata emerge como a 2° espécie de
Candida mais isolada de candidemias nos Estados Unidos e Europa; no Brasil € menos
frequente, ocupando a 5° posi¢do entre os agentes causadores de candidemias em paciente
humanos. Por outro lado, considerando-se que as taxas de candidemias no Brasil séo,
aproximadamente 4 vezes mais elevadas do que na Europa e Estados Unidos, a presenca de C.
glabrata em hospitais brasileiros é tdo alta quanto naqueles paises. O maior problema
relacionado as infeccBes por C. glabrata é sua resisténcia a antifingicos azolicos, 0s quais
costumam ser efetivos no tratamento de infec¢des causadas por outras espécies de Candida
(MACEDO et al., 2008).

Antifungicos azolicos, como o fluconazol, tém sido amplamente usados desde 1990
para profilaxia e tratamento de infeccdes causadas por Candida; ha sugestdes de que esta
pratica tenha determinado um aumento no numero de infec¢fes causadas por espécies menos
suscetiveis ou resistentes, como C. glabrata e C. krusei (BORST et al., 2005).

Se por um lado a alta tecnologia das industrias farmacéuticas tem resultado em
antimicrobianos cada vez mais potentes, por outro lado, a resisténcia aos antifungicos € um

problema crescente cuja deteccdo ndo estd completamente solucionada. Alguns vegetais
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utilizados com fins terapéuticos tém acompanhado a histéria da humanidade; todavia diante
dos preocupantes quadros de resisténcia aos antimicrobianos conhecidos, € cada vez mais
requerido o reconhecimento de novas possibilidades terapéuticas, onde o uso de vegetais
como opcao terapéutica tem se destacado. De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde,
0S vegetais poderdo constituir-se na melhor fonte para obtencdo de novos candidatos a
farmacos voltados a quase todas as patologia humanas (NOGUEIRA; DINIZ; LIMA, 2008).

As plantas possuem vias metabolicas priméarias e secundarias que ddo origem a
compostos farmacologicamente ativos como alcaloides, flavondides, isoflavondides, taninos,
cumarinas, glicosideos, terpenos, poliacetilenos, que sdo especificos a determinadas familias,
géneros ou espécies e que tém fungdes quimico-farmacoldgicas diversas (NOGUEIRA,;
DINIZ; LIMA, 2008).

Os oOleos essenciais ou esséncias, tém se destacado como uma classe de produtos de
origem vegetal com ampla utilizagdo, e a atividade antimicrobiana vem sendo estudada com
algum sucesso. Os 6leos essenciais merecem especial atencdo porque os condimentos sdo
vegetais utilizados ha milhares de anos pelo homem, manifestando baixa ou auséncia de
toxicidade; estas caracteristicas os tornam alvo de investigagcdes quanto a suas potencialidades

antimicrobianas, incluindo a atividade antifungica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Candidiases

Candidiases sdo infeccBes fungicas causadas por leveduras do género Candida. Essas
leveduras sdo responsaveis pela colonizacdo e infeccdo superficial de regiGes como unhas,
pele, mucosa oral, vagina e mucosa ocular, e manifestam-se também como infeccOes
sistémicas em individuos imunocomprometidos (CROCCO et al., 2004). Candidiase é a
infeccdo flngica de mucosas mais frequente entre pacientes com AIDS, destacando-se a
candidiase de orofaringe que ird acometer até 90% desses individuos em algum estagio de sua
doenca. Estudos epidemioldgicos identificam uso de cateteres intravasculares, exposi¢cdo
prévia a antibioticos, colonizacdo da mucosa e neutropenia como fatores de risco para
desenvolvimento de infec¢des invasivas por Candida, as quais estdo associadas a consideravel
morbidade e mortalidade (PFALLER, 1996; NETO et al., 1997; ALLY et al., 2001).

Leveduras do género Candida estdo presentes na microbiota da pele e mucosa do
homem desde o nascimento. S&o isoladas da microbiota da cavidade bucal com frequéncia
que varia entre 30% e 60% (MARTINS et al., 2002; RIBEIRO et al., 2004). Entre mulheres
adultas saudaveis, 20% a 25% apresentam colonizacdo assintomatica da vulva e vagina, sendo
que 75% delas, em algum momento, apresentam algum episodio de infeccdo clinica em suas
vidas (HOLANDA et al., 2007). A infeccdo por Candida se instala quando ha uma ruptura do
equilibrio bioldgico, devido fatores patoldgicos, fisioldgicos, imunoldgicos e mecanicos,
resultando em aumento na multiplicacdo e/ou invasdo destes micro-organismos em tecidos
(MARTINS et al., 2002).

A identificacdo da espécie de Candida que provoca a infec¢do fungica é essencial,
pois diferentes espécies apresentam diferentes fatores de viruléncia e distintos perfis de
sensibilidade aos antimicoéticos. Apesar de Candida albicans ser a espécie mais comumente
isolada nas infeccbes superficiais e invasivas, € crescente a incidéncia de infecgdes
provocadas por espécies ndo-albicans, como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C.
krusei. As técnicas para identificacdo da espécie de Candida incluem métodos bioquimicos,

testes cromogénicos, e técnicas moleculares como a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR)
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(CROCCO et al., 2004; MIMICA et al., 2009; CANDIDO et al., 2000; ARAUJO et al.,
2005).

Candidemia estd ente as mais importantes infecgdes fldngicas nosocomiais,
correspondendo a cerca de 80% das infec¢cdes fungicas de origem hospitalar (TAMARU et
al., 2007). Associada a elevada morbidade, maior tempo de hospitalizacéo, alta mortalidade e
alto custo de tratamento, essa infeccdo é particularmente observada em pacientes submetidos
a terapias antimicrobianas por longos periodos, terapias imunossupressoras agressivas,
nutricdo parenteral e procedimentos invasivos (ZAOUTIS et al., 2005). Candida albicans é a
espécie predominantemente isolada em candidemias; nas Ultimas décadas mais
frequentemente sdo isoladas C. albicans com suscetibilidade reduzida a azolicos ou até
mesmo espécies ndo-albicans intrinsicamente resistentes a estes antifangicos, como C.
glabrata e C. krusei (PFALLER, 1996; MARCHETTI et al., 2004).

Em pacientes portadores de infeccbes nosocomiais por leveduras, especialmente
Candida, a resisténcia a drogas antiflngicas constitui-se num sério problema terapéutico.
Entre os varios agentes antifingicos disponiveis para tratamento de infec¢bes por Candida, 0
fluconazol permanece como o preferido para tratar candidiases disseminadas em pacientes
ndo neutropénicos, hemodinamicamente estaveis e sem suspeita de estarem infectados com
espécies resistentes a antifingicos azélicos. Este azdlico apresente um conjunto de
caracteristicas que inclui eficacia, perfil de toxicidade, facilidade de administracdo e custo de
tratamento, que o torna vantajoso quando comparado a anfotericina B, itraconazol,
caspofungina e voriconazol (SPELLBERG et al., 2006; RIBEIRO et al., 2004; ALLY et al,
2001; PAPPAS et al., 2007). A resisténcia ao fluconazol ja estd claramente documentada
entre Candida spp isoladas de pacientes com HIV que apresentam candidiase recorrente de
orofaringe (SANGEORZAN et al., 1994). Por outro lado, o uso inadequado de fluconazol
pode ser o fator que tenha levado a maior frequéncia de isolados de C. glabrata como agente
etiolégico de candidemias e possivelmente ao aumento da resisténcia secundéaria a este e
outros azélicos (PFALLER & DIEKEMA, 2004).

2.2 Aspectos gerais de Candida glabrata

Candida glabrata ¢ um fungo leveduriforme monomaérfico, haploide, historicamente

considerado ndo patogénico e saprofita da microbiota normal de individuos saudaveis
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(BRIALAND et al., 2001). Com a emergéncia das infecgdes sistémicas causadas por fungos
leveduriformes do género Candida houve também um aumento acentuado na proporcdo de
infecces causadas por espécies ndo-albicans, incluindo-se C. glabrata (LIN et al., 2005).

As infeccbes por C. glabrata podem ser superficiais, cutaneo-mucosas ou sistémicas,
sendo mais comum, enquanto agente oportunista, entre pacientes imunocomprometidos.
Dependendo do sitio de infeccdo, C. glabrata é frequentemente a segunda ou terceira mais
comum causa de candidiase, ficando atrds apenas de C. albicans (FIDEL; VAZQUEZ;
SOBEL, 1999).

C. glabrata é especialmente importante ndo somente porque houve um recente
aumento na sua frequéncia, mas devido a sua menor suscetibilidade inata a agentes
antifangicos, especialmente aos azdlicos (VAZQUEZ et al., 1998). Mais de 10% dos isolados
de infeccdo sisttmica podem ser altamente resistentes a fluconazol, com Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) superior a 64 pg/mL (PFALLER et al., 2009).

Pacientes com colonizagdo ou infeccGes por C. glabrata requerem periodo de
hospitalizacdo mais longo e, os custos hospitalares tornam-se significativamente aumentados
(VAZQUEZ et al., 1998). A auséncia de alguns fatores de viruléncia em C. glabrata, como
pseudohifas (que aumentam a aderéncia fungica e a capacidade de penetrar no tecido),
sugerem menor viruléncia desta espécie quando comparada a outras espécies de Candida;
entretanto, 0 que se evidencia em pacientes imunocomprometidos é uma expansao rapida da
infeccdo acompanhada de elevadas taxas de mortalidade (FIGUEROA et al., 2009).

Alguns estudos apontam a producdo de proteinases (CORREA et al., 2009), a
hidrofobicidade da superficie celular (FIGUEROA et al., 2009) e a capacidade de produzir
biofilme (TAMURA et al., 2007) como fatores de viruléncia da C. glabrata; entretanto, a
resisténcia secundaria parece estar mais envolvida entre isolados de candidemias
(FIGUEROA et al., 2009).

A resisténcia secundaria ou adquirida é descrita quando um isolado, previamente
sensivel a um farmaco, passa a exibir resisténcia ao antimicético utilizado (FIDEL;
VAZQUEZ; SOBEL, 1999). O principal mecanismo de C. glabrata envolvido no répido
desenvolvimento de resisténcia secundaria ao fluconazol é a superexpressdo de genes que
codificam os transportadores ABC (ATP binging cassette) de membrana, como o gene
CgCDR1 e CgPDR1, determinando acentuado efluxo de antifungico e, consequentemente,
reducdo da concentracdo intra-celular do farmaco (SANGLARD et al., 1999; GYGAX et al.,
2008). A réapida aquisi¢do de resisténcia a azdlicos por células fungicas chamadas “petite

mutants” ¢ atribuida a superexpressdo do gene CgPDR1. Essas células apresentam perda ou
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delecdo de genoma mitocondrial, fenotipicamente ndo crescem em meios a base de aglcar ndo
fermentéavel e crescem de forma deficiente em meios suplementados com glicose, além disso,
demonstraram ser mais virulentos em experimentos com modelos animais (TSAI et al., 2006;
FERRARI et al., 2011).

Devido a possibilidade de ocorréncia das duas formas de resisténcia, primaria ou
adquirida ao fluconazol, a répida identificacdo de C. glabrata é essencial como guia a
antifungicoterapia. Apesar das caracteristicas morfoldgicas da col6nia em cultura e do exame
microscopico auxiliar na identificacdo da C. glabrata, a identificacdo definitiva requer testes
adicionais (LOPEZ et al., 2001).

Entre as espécies de leveduras isoladas em laboratério de micologia médica, C.
glabrata é a Unica espécie caracterizada por assimilar trealose e ndo assimilar sacarose
(LOPEZ et al., 2001); este padrdo de assimilacdo de carboidratos pode ser utilizado em testes
bioquimicos para diferenciacdo com outras espécies de Candida. As técnicas de biologia
molecular também tém sido empregadas na identificacdo e podem detectar variagdes sutis
entre cepas fenotipicamente similares (VAZQUEZ et al., 1998).

Nas candidemias, as maiores taxas de mortalidade envolvem C. glabrata. Malani et al.
(2005) descreveram taxas de mortalidade de até 29% associadas a fungemias causadas por C.
glabrata. Em outro estudo, as candidemias em pacientes ndo neutropénicos foram associadas
a taxas de mortalidades de 36,4% quando causada por C. glabrata contra 16,3% quando
causadas por C. albicans. Dados clinicos apontam que, possivelmente, sub-doses de
fluconazol, tenham sido responsaveis pelo aumento de risco a mortalidade (PAI et al., 2007).

Em um estudo de suscetibilidade publicado por Pfaller et al. (2009), incluindo 642
isolados sanguineos de C. glabrata, 10% a 17% manifestaram resisténcia ao fluconazol. O
voriconazol, embora em menor grau, claramente demonstrou resisténcia cruzada com o
fluconazol. Por outro lado, as equinocandinas evidenciaram excelente atividade contra os
isolados fluconazol-resistentes (99% a 100% dos isolados foram sensiveis a anidulafungina,
caspofungina e micafungina). Ja em um estudo brasileiro, todos os isolados de C. glabrata se
mostraram sensiveis a flucitosina, anfotericina B e voriconazol (FRANCA; RIBEIRO;
TELLES, 2008).

C. glabrata tem sido frequentemente relacionada a candidiase vulvovaginal ou a
candidemias ou micose sisttémica severa em pacientes criticamente imunocomprometidos
(FIGUEROA et al., 2009). As equinocandinas, voriconazol, flucitosina e anfotericina B

também se constituem em opgdes ao tratamento das infecgbes causadas por C. glabrata,
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requerendo-se, entretanto, observar suas especificas indicacbes (CARSON; HAMMER;
RILEY, 2006).

2.3 Oleos Essenciais

A ISO (International Standard Organization) define 6leos essenciais como 0s produtos
obtidos de partes de plantas, através de destilacao por arraste com vapor d’agua, bem como os
produtos obtidos por espremedura dos pericarpos de frutos citricos (familia Rutaceae). De
forma geral, sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas
e liquidas (SIMOES et al., 1999).

Entre os constituintes dos 6leos essenciais, podem ser encontrados hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, dxidos, entre
outros. Na mistura, tais compostos, apresentam-se em diferentes concentracfes; normalmente,
um deles é o majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas
quantidades, sendo denominados de elementos tracos. Neste contexto, a grande maioria dos
6leos essenciais € constituida de derivados fenilpropandides ou de terpendides, sendo estes
preponderantes. Os compostos terpénicos mais freqlientes nos Oleos volateis sdo 0s
monoterpenos (em cerca de 90%) e 0s sesquiterpenos; todavia, podem estar presentes 0s
diterpenos em 6leos essenciais extraidos com solventes organicos (SIMOES et al., 1999). Os
terpenos estdo entre os principais responsaveis quimicos pelo uso das plantas odoriferas na
medicina, culinaria e perfumaria (DORMAN & DEANS, 2000).

A concentracdo de fitoconstituintes nos 6leos essenciais e extratos de plantas pode
variar dependendo de fatores, que vdo desde o cultivo da planta, os varios quimiotipos
(vegetais idénticos botanicamente, mas que diferem quanto a algumas caracteristicas
quimicas), a sua colheita, até a forma de obtencdo de extrato ou 0leo essencial (NOGUEIRA,;
DINIZ; LIMA, 2008; SIMOES et al., 1999). Alguns estudos reportam que o dleo essencial
total tem uma atividade antimicrobiana mais importante que a maioria dos componentes que 0
constitui. Isto sugere que componentes em menor quantidade poderiam igualmente ter
influencia sobre suas propriedades antimicrobianas (KIRCHNER et al., 2010).

Os oleos essenciais tém muitas aplicacGes na inddstria de alimentos, cosméticos e na
indUstria farmacéutica. Sua atividade antimicrobiana tem sido reconhecida em vérios estudos
(VICTORIO et al., 2009; HAMMER et al., 1999). Os 6leos essenciais das espécies de
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condimentos contém diferentes compostos que contribuem com as propriedades
antimicrobianas, como aldeido cindmico e eugenol presentes no 6leo essencial de canela, o
timol presente nos 6leos de orégano e tomilho, e a-zingibereno presente no 6leo de gengibre
(KOROCH et al., 2007; SOUZA et al., 2004).

2.4 Condimentos e seus 0leos essenciais

Condimentos ou temperos sdo produtos constituidos de uma ou diversas substancias
sapidas, de origem natural, com ou sem valor nutritivo, empregados nos alimentos com o
objetivo de modificar ou exaltar o seu sabor (Resolucdo CNNPA n°12 de 1978). Segundo
Hoffmann et al. (1999) os temperos ou condimentos, assim como as especiarias, S&o
substancias de origem vegetal geralmente usadas para conferir sabor agradavel aos alimentos.
Eles possuem propriedades antimicrobianas, antioxidantes e medicinais. As propriedades
antimicrobianas dos condimentos e de seus Oleos essenciais tém sido estudadas
principalmente com relacédo ao efeito inibidor de micro-organismos patogénicos presentes em
alimentos (SOUZA et al., 2004).

2.4.1 Oleo essencial de orégano (Origanum vulgare)

O orégano é um condimento que apresenta propriedade digestiva, espasmolitica,
carminativa, expectorante, anti-séptica, emenagoga, analgésica, anti-reumatica, cicatrizante e
antiparasitaria. Seu 6leo essencial é rico em carvacrol, timol e terpineol (LEITE et al., 2009).

Ao longo da historia o 6leo essencial de orégano tem sido usado tanto como
flavorizantes como preservativo, e numerosos estudos in vitro e em alimentos descrevem sua
atividade antibacteriana e antifingica contra micro-organismos como Acinetobacter
baumanii, Aeromonas sobria, Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Salmonella
typhimurium, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus (HAMMER et al., 1999;
LAMBERTE et al., 2001; COSTA et al., 2009).
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No Brasil, Costa et al. (2009) descreveram a atividade antibacteriana “in vitro” do
6leo essencial de Origanum vulgare sobre bactérias multirresistentes isoladas de materiais
biolégicos, demonstrando que em baixas concentracdes, este Oleo é capaz de inibir o
crescimento e causar a morte de Acinetobacter baumannii, E. coli, Klebsiella pneumoniae, P.
aeruginosa, Enterococcus faecalis e S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Os autores
concluiram com base nos dados obtidos, que ndo houve diferenca na concentracdo bactericida
minima (0,5%) do referido 6leo tanto para os micro-organismos Gram positivos quanto para

0s Gram negativos.

2.4.2 Oleo essencial de gengibre (Zingiber sp.)

O uso do gengibre é bem conhecido na culinaria como tempero. Na medicina popular
é utilizado no tratamento de disenterias, malaria, reumatismo e resfriado. Seu 6leo essencial é
composto por uma diversidade de terpenos, entre eles zingebereno e bisaboleno que sao
responsaveis pelo sabor forte e picante do gengibre (ZAGO et al., 2009).

Os gingerois, principalmento o 6-gingerol, sdo identificados como o0s maiores
constituintes dos rizomas de gengibre fresco e tém sido atribuidos a eles varios efeitos
farmacoldgicos: analgésico, antipirético, atividade anti-hepatotdxica, antinauseante e anti-
inflamatéria (GREGIO et al., 2006).

Através de andlises em CG/EM (cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa) e CG-DIC (cromatografia em fase gasosa equipado com detector
por ionizacdo de chamas), Andrade et al. (2012) identificaram e quantificaram o0s
constituintes do Oleo essencial de Zingiber officinale, encontrando como compostos
majoritarios 0s monoterpenos oxigenados, geranial (25,06%), neral (16,47%), 1,8-cineol
(10,98%), geraniol (8,51%) e acetato de geranila (4,19%) e o monoterpeno biciclico canfeno
(4,30%). Em teores minoritarios foram identificados a-zingibereno, (E,E)-a-farneseno, ar-

curcumeno, f3-bisaboleno, B-sesquifelandreno.
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2.4.3 Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris)

O dleo essencial de tomilho é amplamente empregado por suas acBes anti-séptica,
expectorante, antiespasmddica, carminativa e flavorizante. Suas propriedades estdo
relacionadas com o elevado teor de timol e seu isdmero de posi¢éo carvacrol, que perfazem
40% a 50% do oleo. Estes componentes apresentam atividades antibacteriana e antifingica
superiores ao fenol e, a0 mesmo tempo, menor toxicidade do que este (SIMOES et al., 1999).

Em uma pesquisa realizada por Imelouane et al. (2009), que avaliaram a composicao
quimica do O6leo essencial de tomilho, ndo foi encontrada a substancia carvacrol entre seus
componentes, porém foram identificados canfora, canfeno, a-pineno, 1,8-cineol, borneol ¢ B-
pineno. Timol estava presente como componente minoritario. Neste estudo o 6leo essencial de
tomilho apresentou destacada atividade frente a bactérias Gram-negativas.

Os Oleos essenciais de Zingiber officinalis e Thymus vulgaris apresentaram atividade
contra cepas de Virus Herpes Simplex tipo 1 (VHS-1) sensiveis e resistentes ao aciclovir,
possivelmente devido a interferéncia na estrutura do envelope viral (SCHNITZLER; KOCH,;
REICHLING, 2007). O 6leo essencial de tomilho mostrou-se eficaz também na inibicdo in
vitro do desenvolvimento micelial dos fungos Rhizopus sp., Penicillium spp., Eurotium
repens e Aspergillus niger (SOUZA et al., 2004).

2.4.4 Oleo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum)

O oleo essencial de canela, bem como a canela em pd, é empregado na preparacao de
alguns medicamentos na area farmacéutica. Esta planta apresenta propriedade estoméaquica,
carminativa e emenagoga. Os principais componentes encontrados em seu 6leo essencial sdo
cinamaldeido e eugenol (GENDE et al., 2008).

Em um trabalho realizado por Andrade et al. (2012), dos trés dleos essenciais
estudados o 0leo essencial de canela foi 0 mais efetivo na inibigdo do crescimento bacteriano.
Esse resultado pode estar relacionado com a presenca do componente majoritario aldeido
cindmico em elevada concentracdo (77,72%), quando comparada com o0s 0leos essenciais de
citronela e gengibre, que foram as outras plantas estudadas. De acordo com Burt (2004), o

mecanismo de acdo do aldeido cindmico seria semelhante a outros aldeidos, que é
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normalmente considerado como aquele que provoca danos a lipidios e proteinas. Além das
perturbacgdes descritas para monoterpendides, acredita-se que o grupo carbonila é capaz de se
ligar as proteinas, impedindo a acdo das enzimas aminoacido decarboxilases em Enterobacter

aerogenes.

2.4.5 Oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis)

O alecrim é utilizado popularmente no tratamento de amigdalites, anemias, bronquite,
cefaléia, colica, indigestdo, nausea, entre outros. Seu o6leo essencial é constituido por
hidrocarbonetos monoterpénicos, ésteres terpénicos, linalol, verbinol, terpineol, 3-octanona e
acetato de isobornila. Os terpendides sdo representados pelo carnosol, acidos carnosilico,
oleénico, ursolico, entre outros. Os flavonoides incluem diosmetina, diosmina, gencuanina,
luteolina, hispidulina e apigenina. Apresenta ainda os &cidos rosmarinico, caféico,
clorogénico, neoclorogénico e labiatico (SILVA et al., 2008).

Lima et al. (2006), através de um método de difusdo em meio solido, realizaram
ensaios de avaliacdo da atividade antifngica de 6leos essenciais sobre espécies de Candida;
seis Oleos essenciais foram testados, entre eles os 6leos essenciais de Cinnamomum
zeylanicum e Rosmarinus officinalis. O 06leo essencial de canela inibiu o crescimento da
maioria das cepas ensaiadas (58%); ja o Oleo essencial de alecrim mostrou uma efetividade
antifungica inferior com a inibicdo de apenas quatro das doze cepas testadas. Em um estudo
realizado por Correa-Royero et al. (2010), a concentracdo de 500 pg/mL do 6leo essencial de

alecrim inibiu o crescimento in vitro de Candida krusei.

2.4.6 Oleo essencial de salvia (Salvia officinalis)

A salvia é empregada na forma de infusdo para tratar afeccdes gastrointestinais,
respiratorias, renais, hepaticas e nervosas. A esta planta atribui-se propriedades antioxidante,
anti-séptica, adstringente, carminativa, cicatrizante, desinfetante, entre outras. Seu Oleo
essencial é rico em terpendides como tujona, cineol, canfora, borneol, acido ursolico
(LORENZI & MATOS, 2002).
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O efeito antibacteriano do 06leo essencial de Salvia officinalis foi verificado em um
estudo in vitro envolvendo Escherichia coli, Salmonella thyphymurium, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes e Yersinia enterocolitica, sendo esse efeito mais pronunciado
sobre isolados de L. monocytogenes (BARRA & VANETTI, 1998).

Pereira et al. (2004) verificaram a atividade antibacteriana de 06leos essenciais de
Ocimum gratissimum, Cybopogum citratus e Salvia officinalis frente a patdgenos isolados do
trato urinario. Salvia officinalis apresentou acdo inibitoria superior as outras ervas, tendo
eficacia de 100% quando testadas em espécies de Klebsiella e Enterobacter, 96% em

Escherichia coli, 83% contra Proteus mirabilis e 75% contra Morganella morganii.

2.4.7 Oleo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum)

O manjericdo é uma erva odorifera tradicionalmente empregada na culinaria e na
medicina popular. Possui acdo antiespasmadica, antitérmica e digestiva, além de ser efetivo
contra algumas infecgdes bacterianas e parasitarias. Seu 6leo essencial é composto geralmente
por timol, metil-chavicol, linalol, eugenol e cineol (LORENZI & MATOS, 2002).

O oleo essencial de Ocimum basilicum, na concentracdo de 500 partes por milhdo
(ppm), inibiu completamente Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ochraceus e Fusarium
moniliforme (SOLIMAN & BADEAA, 2002). Muitos cientistas tem relacionado a alta

concentragédo de linalol com a atividade antimicrobiana do manjericdo (HANIF et al., 2011).

2.4.8 Oleo essencial de orégano mexicano (Lippia graveolens)

Lippia graveolens, popularmente denominada orégano mexicano, é um vegetal
utilizado como condimento, e esta documentado unicamente na Farmacopéia Mexicana. Seu
oleo essencial é caracterizado pelo alto contetdo de monoterpenos como carvacrol, timol e p-
cimeno. A composi¢do quimica do Oleo essencial de Lippia graveolens e similar a
composi¢do quimica do 6leo essencial de Origanum vulgare, porém 0s componentes estdo
presentes em diferentes concentrag@es. O orégano mexicano € caracterizado por alto contetdo

de timol e menor contetdo de carvacrol, ja O. vulgare apresenta como componente
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majoritario o carvacrol, aparecendo timol em concentracdes mais baixas (SALGUEIRO et al.,
2003; WONG et al., 2010).

O oleo essencial de Lippia graveolens demonstrou atividade antifingica contra
isolados de Candida albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei em um
estudo in vitro conduzido por Pozzatti et al. (2008).

A propriedade antiflngica do 6leo essencial de orégano mexicano também foi avaliada
frente a Fusarium oxysporum. Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) de 0,20 pg/mL e 0,25
pg/mL do Oleo essencial foram capazes de inibir completamente o crescimento micelial do
fungo, e a concentracdo de 0,5% do Oleo essencial foi capaz de inibir completamente a
colonizacdo de sementes de tomate por F. oxysporum. Estes resultados mostram o potencial

fungistatico e fungicida do dleo essencial de orégano mexicano (WONG et al., 2010).

2.5 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Andrade et al. (2012) determinaram as caracteristicas quimicas e a atividade
antibacteriana in vitro dos 6leos essencias de Cymbopogon nardus (citronela), Cinnamomum
zeylanicum (canela) e Zingiber officinale (gengibre) frente a Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella cholerasuis e Pseudomonas aeruginosa. Quanto
a composicdo quimica os constituintes majoritarios encontrados no 06leo essencial de C.
nardus foram citronelal (47,12%), geraniol (18,56%) e citronelol (11,07%), no 6leo essencial
de C. zeylanicum foram identificados (E)-cinamaldeido (77,72%), acetato de (E)-cinamila
(5,99%) e o monoterpendide 1,8-cineol (4,66%) e, para Z. officinale os compostos
majoritarios foram geranial (25,06%), neral (16,47%), 1,8-cineol (10,98%), geraniol (8,51%),
acetato de geranila (4,19%) e o canfeno (4,30%). Os 6leos essenciais apresentaram atividade
antibacteriana tanto para bactérias Gram-negativas como para bactérias Gram-positivas, sendo
que o 6leo essencial de C. zeylanicum foi o mais eficiente, pois foi o Unico que apresentou
efeito inibitério contra E. coli, resultado relacionado a elevada concentragdo de aldeido
cindmico encontrado neste 6leo essencial (77,72%). Sabe-se que, na maioria das vezes,
bactérias Gram-negativas sdo menos sensiveis aos 0leos essenciais que bactérias Gram-
positivas, pois a parede celular das Gram-negativas é rica em polissacarideos o que inibe a

penetracdo das substancias antimicrobianas. O aldeido cinamico, semelhante a outros
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aldeidos, provoca dano a lipidios e proteinas, e € capaz de se ligar as proteinas, impedindo a
acdo das aminodacido-descarboxilases presentes em Enterobacter aerogenes (BURT, 2004).

Cleff et al. (2010) realizaram um estudo para avaliar a atividade in vitro do 6leo
essencial extraido de Origanum vulgare frente a C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C.
lusitaniae e C. dubliniensis. Todos os isolados foram sensiveis ao 6leo essencial de O.
vulgare. C. albicans apresentou valores de CIM de 2,72 uyL/mL e CFM de 5 pL/mL, aCIM e
CFM para espécies nao-albicans foi de 2,10 pL/mL e 2,97 pL/mL, respectivamente. Os
constituintes majoritarios identificados neste 6leo foram: 4-terpineol (47,95%), carvacrol
(9,42%), timol (8,42%) e a-terpineol (7,57%). A concentracdo de monoterpenos fendlicos foi
considerada alta e os autores atribuiram a atividade antifingica deste 6leo essencial a presenca
de timol, carvacrol e eugenol.

Lambert et al. (2001) realizaram um estudo para avaliar a atividade do éleo essencial
de orégano e de seus constituintes timol e carvacrol contra Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus. Foram testadas as substancias timol e carvacrol isoladamente assim
como sua mistura. ApoOs as analises, concluiu-se que a mistura de carvacrol com timol
apresentou efeito aditivo e € mais efetiva do que o 6leo essencial de orégano. Em concluséo,
observou-se que a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégano pode ser atribuida a
presenca destes dois compostos.

O o6leo essencial de Ocimum basilicum foi analisado por CG-MS e testado quanto as
suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Os principais componentes quimicos
encontrados neste 6leo essencial foram: linalol (69,9%), geraniol (10,9%), 1,8-cineol (6,4%),
a-bergamoteno (1,6%) e acetato de geranil (1,4%). O 6leo essencial de manjericdo exibiu
acentuada atividade antimicrobiana contra Streptococcus pneumoniae (1), Haemophilus
influenzae, Candida albicans, S. pneumoniae (2) e Aspergillus niger. No entanto,
Pseudomonas putida e Pseudomonas aeruginosa mostraram-se altamente resistentes ao 6leo
essencial do manjericdo (HANIF et al., 2011).

Mangena & Muyima (1999) através da técnica de difusdo em &gar avaliaram a agéo
antimicrobiana de trés 6leos essenciais, entre eles o0 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus
officinalis). O 6leo essencial de alecrim apresentou agdo antibacteriana contra Acinetobacter
Iwoffii, Shigella flexneri, Streptococcus pyogenes, Enterobacter aerogenes, Acinetobacter
calcoaceticus, Bacillus subtilis, Erwinia carotovora, Staphylococcus aureus, Yersinia
enterocolitica, Salmonella enteritidis e Salmonella typhi. Em geral, as bactérias Gram-
positivas apresentaram-se mais sensiveis ao 0leo essencial de alecrim do que as Gram-

negativas, sendo que Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens nao
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demonstraram sensibilidade ao mesmo. Sua atividade também foi observada frente a
Saccharomyces cerevisiae e outras leveduras. A composi¢do quimica do 6leo de alecrim
caracterizou-se principalmente por: 1,8-cineol (31,12%), canfora (30,12%), o-pineno
(18,18%) e canfeno (6,08%).

Gachkar et al. (2007) caracterizaram quimica e biologicamente dois 6leos essenciais,
entre eles o 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis). Atraves de ensaios in vitro o
Oleo essencial de alecrim exibiu atividade bactericida contra E. coli, S. aureus e L.
monocytogenes apos 25, 240 e 120 minutos de exposicdo, respectivamente. Neste estudo os
componentes majoritarios encontrados no 6leo essencial de alecrim foram piperitone (23,7%),
a-pineno (14,9%), linalol (14,9%), 1,8-cineol (7,43%) e canfora (4,97%). Diferentes
composicdes do 6leo essencial de alecrim ja foram descritas; entretanto, € conhecido que
variantes da mesma espécie podem diferir quanto a constituicdo dos seus 0leos essenciais e
que diferencas na composicdo quimica do 6leo essencial também pode ser atribuida a fatores
como forma de cultivo e clima.

Imelouane et al. (2009) avaliaram a composic¢do quimica e a atividade antimicrobiana
do oleo essencial de Thymus vulgaris. Cénfora (38.54%), canfeno (17.19%), a-pineno
(9.35%), 1,8-cineol (5.44%), borneol (4.91%) e B-pineno (3.90%) foram os componentes
majoritarios encontrados neste 6leo essencial. Contrariamente aos resultados da maioria dos
estudos, a maior atividade antibacteriana foi observada frente a bactérias Gram-negativas
Pantoa sp (CIM igual a 0,66 mg/mL) e Escherichia coli (CIM = 0,33 mg/mL) quando
comparada a atividade frente o crescimento de bactérias Gram-positivas Staphylococcus
aureus (CIM = 1,33 mg/mL), Staphylococcus epidermidis (CIM = 1,33 mg/mL) e
Streptococcus sp (CIM= 2,67 mg/mL). Bactérias Gram-negativas sao mais resistentes aos
Oleos essenciais de plantas uma vez que lipopolissacarideos da parede celular evitariam o
acumulo de 6leo essencial na membrana celular destas bactérias, mas o autor justifica que a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial depende de sua composicdo quimica, que é
determinada pelo gendtipo e influenciada por condi¢cGes ambientais e agronémicas.

Proeminente atividade antifingica do 6leo essencial de orégano mexicano (Lippia
graveolens) frente a espécies de Candida spp sensiveis e resistentes ao fluconazol foi descrita
por Pozzatti et al. (2008). Com excecdo de isolados de Candida tropicalis, sensiveis ao
fluconazol, que foram inibidos por concentracdes de 1600 pg/mL do oOleo essencial, todos os
demais isolados (C. albicans sensivel e resistente ao fluconazol, C. dubliniensis sensivel e
resistente ao fluconazol, C. tropicalis resistente ao fluconazol, C. glabrata e C. krusei)

apresentaram CIM igual ou inferior a 800 pug/mL. Os componentes majoritarios identificados
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no 6leo essencial de orégano mexicano utilizado nesse estudo foram o carvacrol (56, 8%) e o-
cimeno (32,2%). A concentragdo de y-terpineno, timol e a-tujeno foram\, respectivamente
3,67%, 2,17% e 1,10%.

Em outro estudo, o 6leo essencial de orégano mexicano e um de seus componentes
majoritarios, o carvacrol, foram testados quanto a atividade antiviral frente a virus que causam
doencas em humanos e animais. O 6leo essencial de orégano mexicano mostrou-se eficaz em
inibir cinco dos oito virus examinados, e o carvacrol cinco de seis virus testados. Apenas o
carvacrol apresentou atividade antiviral frente ao Rotavirus humano, mas este composto se
mostrou menos eficiente que o 6leo essencial em inibir os outros virus. Assim o 6leo essencial
de orégano mexicano mostrou-se mais efetivo que a substancia isolada, o que pode ser
atribuido a um possivel efeito sinérgico entre os componentes do 6leo essencial (PILAU et
al., 2011).

Oleos essenciais de condimentos foram testados quanto sua atividade antibacteriana
através de técnica de microdiluicdo em caldo. Oleos essenciais de orégano, tomilho e orégano
mexicano, assim como 0s constituintes majoritarios carvacrol, timol e cinamaldeido
evidenciaram atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus spp. Amostras de Escherichia
coli isoladas de aves e bovinos evidenciaram suscetibilidade frente a 6leos essenciais de
orégano, tomilho, canela e orégano mexicano. Mesmo os isolados com variado perfil de
resisténcia a antimicrobianos demonstraram suscetibilidade aos Oleos essenciais de
condimentos e seus constituintes majoritarios, fato que foi considerado como indicador da boa
atividade destes produtos (DAL POZZO et al., 2011; SANTURIO et al., 2011).

2.6 Mecanismo de ac¢do antimicrobiana dos 6leos essenciais

A inibicdo de micro-organismo por Oleos essenciais parece envolver diversos
mecanismos de acdo. Sugere-se que a maioria dos 6leos essenciais exerca sua atividade
antimicrobiana atraves de modifica¢fes na estrutura da parede celular do micro-organismo. O
acumulo de constituintes hidrofébicos dos 6leos essenciais na bicamada lipidica da membrana
citoplasmatica ird conferir a esta uma caracteristica de permeabilidade, promovendo a
dissipacdo da forgca proton motiva, reducdo do pool de ATP, do pH interno e do potencial
elétrico, e a perda de ions como potassio e fosfato. Esses danos na membrana levam ao

comprometimento das suas funcdes, ocorre perda do controle quimiosmotico da célula e a
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consequente morte do micro-organismo (ANDRADE et al., 2012). Em estudo realizado por
Lambert et al. (2001), demonstrou-se que, em geral, 0S monoterpenos agem na membrana
celular, fato este comprovado pela observacdo de que o 6Oleo essencial de orégano, assim
como seus constituintes, timol e carvacrol, acumularam-se na membrana celular de
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus resultando no aumento da permeabilidade
em 90% das células destes micro-organismos.

A acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais pode ser também devido a inativacao de
algumas enzimas, incluindo as envolvidas na producao de energia e sintese dos componentes
estruturais, assim contribuindo para destrui¢do ou inativacdo do material genético. Compostos
fendlicos presentes em 6leos essenciais podem causar distlrbios nas proteinas da membrana e
inibir a respiracdo celular. Além do mais, alteracGes no processo de transporte da membrana e
modificacdes na atividade dos canais de calcio podem causar aumento da permeabilidade
celular e consequente deplecéo de constituintes intracelulares vitais (CLEFF et al., 2010).

Com ralagdo aos alcoois terpénicos, como citronelol, geraniol, a-terpineol e linalol,
encontrados no gengibre, sugere-se que agem como desidratantes e solventes provocando a
desnaturacdo das proteinas. Ja 0 mecanismo de acdo de aldeidos, como o aldeido cinamico
encontrado no 6leo essencial de canela, € normalmente considerado como aquele que provoca
danos a lipidios e proteinas (ANDRADE et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a suscetibilidade in vitro de Candida glabrata, sensiveis e resistentes ao

fluconazol, frente a 6leos essenciais extraidos de condimentos.

3.2 Objetivos Especificos

1) Verificar, atraves da determinacdo das concentrac@es inibitorias minimas (CIM), a
atividade fungistatica dos 6leos essenciais de canela, orégano, orégano mexicano, manjericéo,
alecrim, salvia, tomilho e gengibre, frente a isolados de Candida glabrata, sensiveis e

resistentes ao fluconazol.

2) Determinar a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos mesmos 6leos essenciais
acima citados, frente a isolados de C. glabrata, sensiveis e resistentes ao fluconazol.

3) Comparar, através das CIMs, a suscetibilidade de C. glabrata, sensiveis e

resistentes ao fluconazol, frente a 6leos essenciais extraidos de condimentos.

4) Comparar, através das CFMs, a suscetibilidade de C. glabrata, sensiveis e

resistentes ao fluconazol, frente a 6leos essenciais extraidos de condimentos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Micro-organismos

Foram utilizados 72 isolados de C. glabrata, distribuidos em dois grupos: o primeiro
incluindo 36 isolados primariamente sensiveis ao fluconazol, pertencentes a colecdo de
fungos do Laboratério de Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI) da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM). O segundo grupo formado por 36 isolados oriundos do primeiro, apos
inducdo da resisténcia ao fluconazol pela técnica de inducdo de resisténcia in vitro proposta

por Fekete-Forgacs et al. (2000).

4.2 Oleos essenciais

Avaliou-se a atividade antifingica de Oleos essenciais obtidos de condimentos

conforme a descricdo no quadro abaixo.

Quadro 1 — Relacdo das espécies vegetais das quais foram obtidos os 6leos essenciais
estudados.

Nome cientifico Nome popular
Cinnamomum zeylanicum Breyn Canela
Lippia graveolens HBK Orégano mexicano
Ocimum basilicum L. Manjericao
Origanum vulgare L. Orégano
Rosmarinus officinalis L. Alecrim
Salvia officinalis L. Sélvia
Thymus vulgaris L. Tomilho

Zingiber sp. Gengibre
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4.2.1 Obtengdo dos 0leos essenciais

Os oOleos essenciais de orégano, alecrim e tomilho foram adquiridos comercialmente
da empresa Essential 7 (Roswell, NM, EUA). O 6leo de orégano mexicano foi adquirido da
empresa Agroindustrial Don Pablo (Chihuahua, Chih., México), e o de canela, da empresa
Fuchs Gewurze do Brasil LTDA (Itupeva, SP, Brasil).

4.3 Indugéo de resisténcia ao fluconazol in vitro

A inducédo de resisténcia ao fluconazol foi realizada in vitro utilizando-se a técnica
descrita por Fekete-Forgacs et al. (2000). As culturas de C. glabrata sensiveis ao fluconazol
foram semeadas em tubos contendo Caldo Sabouraud e incubadas a 30°C “overnight”. Os
indculos de cada tubo foram, a seguir, padronizados em novos cultivos com Caldo Sabouraud
com base na turvagdo ajustada em espectrofotometro para absorbancia 0,1 no A = 640 nm. Os
cultivos com densidade de indculo padronizado foram incubados a 30°C e, apds 10 horas, foi
acrescentado fluconazol resultando na concentragéo final de 8 pg/mL. Decorridas 14 horas de
incubacgdo, as células das culturas contendo fluconazol foram novamente transferidas para
tubos contendo Caldo Sabouraud e fluconazol 8 pg/mL e novamente, incubadas a 30°C sob
agitacdo de 120 rpm, durante 24 horas. Este procedimento foi realizado por 3 vezes
consecutivas. ApoOs a terceira incubacdo, as células foram transferidas para novos tubos
contendo Caldo Sabouraud e fluconazol na concentragédo final de 8 ug/mL a fim de que se
obtivesse, em espectrofotometro, uma absorbancia final de 0,1 no A = 640 nm. Depois de 10
horas de incubacdo, foi adicionado fluconazol suficiente para obtengdo de 16 ug/mL de
fluconazol. Os cultivos foram incubados a 30°C por 24 horas sob agitacdo. Continuou-se
duplicando a concentracdo de fluconazol até que se atingisse a concentragdo de 64 pug/mL. As
células do cultivo final foram semeadas em Agar Sabouraud e mantidas como estoque para 0s
ensaios frente a C.glabrata fluconazol-resistentes. Foram necessarios vinte dias de crescente

exposicdo ao fluconazol para tornar as Candidas glabratas resistentes ao fluconazol.
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4.4 Avaliacdo da atividade dos 0leos essenciais frente a C. glabrata sensiveis e

resistentes ao fluconazol

Empregou-se a técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com as normas de
padronizacdo publicadas no documento M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008). A metodologia foi adaptada substituindo-se os antifangicos, descritos
no documento M27-A3, pelos dleos essenciais. Os testes foram realizados em triplicata,

utilizando placas de microtitulagdo com 96 pocos.

4.4.1 Diluicao dos 6leos essenciais

Inicialmente, os dleos essenciais foram solubilizados em metanol originando uma
solucdo estoque na concentracdo de 640000 pg/mL. A partir desta, realizou-se uma diluicdo
1:100 em meio RPMI 1640, a fim de se eliminar qualquer possibilidade de interferéncia do
metanol na atividade antiflngica.

Desta forma, a maior concentragdo obtida de dleo essencial foi de 6400ug/mL,
realizando-se, a partir desta, dilui¢cGes seriadas a 1:2 também no meio RPMI 1640, obtendo-se
as seguintes concentracdes: 3200ug/mL, 1600ug/mL, 800ug/mL, 400ug/mL, 200ug/mL,
100ug/mL. Aliquotas de 100uL das sete concentracOes diferentes de cada 6leo essencial
foram dispensadas, seqiencialmente, nas placas de microtitulagdo, sendo que as
concentracdes finais de cada Oleo essencial testado, ap6s a adicdo do indéculo, foram:
3200ug/mL, 1600ug/mL, 800ug/mL, 400pg/mL, 200ug/mL, 100ug/mL e 50ug/mL.

4.4.2 Preparacdo do inoculo

Realizou-se o cultivo das amostras de Candida a serem testadas em agar Sabouraud
dextrose a fim de assegurar sua pureza e viabilidade. Os cultivos foram incubados a 35°C
durante 24/48 horas antes da realizacdo dos ensaios. Apds esse periodo, uma suspensdo inicial

dos micro-organismos foi obtida em A&gua estéril ajustando-se a turvacdo em
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espectrofotdbmetro a 90% de transmitancia (A= 530nm). Esta turvacao € equivalente ao tubo n°
0,5 da escala MacFarland, correspondendo a 1 x 10° - 5 x 10° UFC/mL. As suspensdes de
trabalho (final) foram obtidas através de diluicdo a 1:50, em agua estéril, da suspensao inicial,
seguida por outra a 1:20 no caldo RPMI 1640. Apés tais diluigdes, o indculo passou a conter
aproximadamente 1,0 x 10° a 5,0 x 10° UFC/mL. A concentracéo final do inéculo foi de 0,5 x
10° - 2,5 x 10° UFC/mL, visto que, quando colocado na placa de microtitulacdo, o volume de

caldo RPMI contendo o 6leo essencial em estudo, determinou uma diluicéo 1:2.

4.4.3 Inoculacdo nas placas de microdiluicdo

Aliquotas de 100 pL do indculo final foram adicionadas a cada poco das placas de
microtitulacdo contendo 100 pL das sete diferentes concentracdes dos Oleos essenciais
diluidos em RPMI, obtendo-se assim a concentracdo final desejada de dleo essencial e de
inculo.

Cada série de testes incluiu um controle de crescimento positivo do indculo no meio
RPMI 1640, sem agente antifungico, para avaliar a viabilidade dos organismos testados;
também se fez uso de controle negativo, que além de indicar a presenca de contaminagdo no

meio de cultura utilizado, auxiliava no controle da turbidez para a leitura das CIMs.

4.4.4 Incubacdo e leitura das microplacas

As placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 35 °C, durante 48 horas.
Apos o periodo de incubagdo, os controles de crescimento foram observados e, a
seguir, registrava-se a CIM (concentracdo inibitéria minima) correspondente a menor

concentracdo de 6leo essencial capaz de inibir o crescimento fungico.



31

4.4.5 Concentracdo fungicida minima (CFM)

Aliquotas dos pocos onde ndo foi evidenciado crescimento fungico foram repicadas
para placas de Petri contendo &gar Sabouraud dextrose, sendo estas incubadas a 35 °C durante
48 horas.

A menor concentracdo de 6leo essencial cujo subcultivo ndo gerou crescimento no

meio de cultura foi considerada como CFM.

4.4.6 ClIMsp e ClMg

Concentracdo Inibitoria Minima 50% (CIMsp): este pardmetro indica a menor
concentracédo capaz de inibir 50% dos isolados.

Concentracdo Inibitoria Minima 90% (CIMg): este pardmetro indica a menor

concentracdo capaz de inibir 90% dos isolados.

4.5 Analise estatistica

O teste de Mann Whitney (SIEGEL, 1981) foi empregado para comparar duas
amostras independentes, visando observar se os diferentes grupos em estudo apresentavam
perfis de suscetibilidade semelhantes ou ndo, frente a determinado 6leo essencial. Este € um
teste ndo-paramétrico, o qual foi escolhido porque os dados obtidos no presente estudo nédo
satisfizeram as exigéncias de normalidade do teste t de Student.

Para p>0,05, considerou-se que as diferencas observadas ndo eram significativas.
Quando o teste calculado apresentou diferengas significativas [p<0,05], utilizou-se um
asterisco (*) para caracteriza-la; quando o teste calculado foi significativa para [p<0,01] usou-

se dois asteriscos (**).
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5. RESULTADOS

5.1 Inducéo de resisténcia ao fluconazol in vitro

Para considerar C. glabrata resistente ao fluconazol, cada isolado deve exibir
concentragdes inibitdrias minimas iguais ou superiores a 64 pg/mL frente ao fluconazol. Os
resultados da inducdo da resisténcia ao fluconazol, comparados aos isolados originais, estéo

dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 - Suscetibilidade de C. glabrata frente ao fluconazol antes (Cg FS) e apés (Cg FR) a
exposic¢do ao fluconazol.

Grupos de isolados Media geometrica Intervalo CIMso (ug/mL)  ClMg (ug/mL)
das CIMs (pg/mL) (ng/mL)
Cg (FS) (n=36) 4,61 1-32 4 32
Cg (FR) (n=36) 147,63 64-256 128 256

Cg (FS) = Candida glabrata Fluconazol Sensivel; Cg (FR) = Candida glabrata Fluconazol
Resistente; CIMs, = Concentragdo inibitdria minima capaz de inibir 50% dos isolados do grupo
testado; CIMg, = Concentracdo inibitoria minima capaz de inibir 90% dos isolados do grupo testado.

5.2 Perfil de suscetibilidade de C. glabrata, sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente a

Oleos essenciais extraidos de condimentos

Os perfis de suscetibilidade dos 72 isolados de Candida glabrata, expressos como
CIM e CFM, foram determinados frente aos 6leos essenciais de Cinnamomum zeylanicum
(canela), Lippia graveolens (orégano mexicano), Ocimum basilicum (manjericdo), Origanum
vulgare (orégano), Rosmarinus officinalis (alecrim), Salvia officinalis (salvia), Thymus
vulgaris (tomilho) e Zingiber officinale (gengibre) (Tabela 2).

Com relacdo a atividade antifdngica dos 6leos essenciais estudados, pdde-se observar
gue os Oleos de O. basilicum, R. officinalis, Z. officinale, T. vulgaris e S. officinalis nédo

evidenciaram tal propriedade frente aos isolados desta espécie de Candida nas concentragdes
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testadas (Tabela 2). Entretanto, os Oleos essenciais de C. zeylanicum, L. graveolens, O.

vulgare, demonstraram diferentes niveis de atividade antifungica.

5.2.1 Suscetibilidade de C. glabrata frente ao 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum

Com base na CIMs, a faixa de suscetibilidade dos 72 isolados de Candida glabrata
sensiveis ao fluconazol frente ao 6leo essencial de canela evidenciou variacdes de 400 pg/mL
a 3200 pg/mL, e a faixa de suscetibilidade dos 36 isolados de C. glabrata resistentes ao
fluconazol frente ao mesmo 6leo essencial evidenciou variagdes de 800 pug/mL a 3200 ug/mL
(Tabela 2). Considerando a CIMs,, C. glabrata sensiveis e resistentes ao fluconazol foram
inibidas pela concentracdo de 3200 ug/mL e 1600ug/mL, respectivamente. Quanto as médias
geométricas com base nas CIMs, o valor para C. glabrata sensiveis ao fluconazol foi de
2796,5 ug/mL e para C. glabrata resistentes ao fluconazol 1569,5 ug/mL de 6leo essencial
(Tabela 2).

Em relacdo as CFMs, a menor concentracdo requerida foi 800 pg/mL e a maior
concentragdo foi >3200 ug/mL para ambos os grupos. Quanto as médias geométricas
observaram-se variacdes entre 3200 ug/mL e 2055 ug/mL, para C. glabrata sensiveis e
resistentes ao fluconazol, respectivamente.

As comparacOes dos perfis de suscetibilidade entre os diferentes grupos de Candida
glabrata, frente ao 6leo essencial de canela, foram avaliadas pelo teste estatistico de Mann
Whitney (Tabela 3). As diferencas encontradas nas analises realizadas foram que, tanto pelas
CIMs como pelas CFMs, os isolados de C. glabrata resistentes ao fluconazol mostraram-se
significativamente mais suscetiveis ao 0leo essencial de canela do que os isolados de C.
glabrata sensiveis ao fluconazol (p<0,0001*%*).

5.2.2 Suscetibilidade de C. glabrata frente ao 6leo essencial de Lippia graveolens

A atividade antifungica do 6leo essencial de orégano mexicano, expressa em CIMs,

frente aos 72 isolados de Candida glabrata, sensiveis e resistentes ao fluconazol, evidenciou
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variacdes de 400 ug/mL a >3200 pg/mL (Tabela 2). Considerando a ClIMsp, observaram-se
concentracdes de 3200 pug/mL de 6leo essencial tanto para C. glabrata sensiveis ao fluconazol
como para C. glabrata resistentes ao fluconazol. Ao analisar os valores de CIMgo, observou-
se 0 valor de 3200 ug/mL para o grupo sensivel ao fluconazol e >3200 pg/mL para o grupo
resistente ao fluconazol, e as médias geométricas referentes as CIMs foram de 2351,6 pg/mL
para C. glabrata sensiveis ao fluconazol e 2906,3 pg/mL para C. glabrata resistentes ao
fluconazol. Em relacdo as CFMs, a concentragdo observou-se variagdo entre 1600 pug/mL e
>3200 pg/mL.

A Tabela 3 apresenta os resultados da comparacdo entre os perfis de suscetibilidade
dos diferentes grupos de Candida glabrata frente ao 6leo essencial de Lippia graveolens
obtidos pelo teste estatistico de Mann Whitney. Com base nas CIMs, C. glabrata sensiveis ao
fluconazol foram significativamente mais sensiveis ao 6leo essencial de orégano mexicano do
que C. glabrata resistentes ao fluconazol (p=0,0246%*). Ja pelas CFMs ndo houve diferenca

significativa entre os grupos sensivel e resistente ao fluconazol.

5.2.3 Suscetibilidade de C. glabrata frente ao 6leo essencial de Origanum vulgare

Os valores de CIMs de 6leo essencial de orégano obtidos frente aos 72 isolados de
Candida glabrata, sensiveis e resistentes ao fluconazol, evidenciaram variacdes,
respectivamente, de 400 ug/mL a 1600 ug/mL e 800 ug/mL a 1600 pug/mL (Tabela 2). Ao
considerar CIMs, e CIMgy foram requeridas, respectivamente, concentracdes de 800 ug/mL e
1600 pg/mL, tanto para o grupo sensivel como para o grupo resistente ao fluconazol.
Considerando as médias geométricas com base nas CIMs, foram evidenciadas variac6es entre
815,6 ug/mL para C. glabrata sensiveis ao fluconazol e 1047,5 ug/mL para C. glabrata
resistentes ao fluconazol.

Em relacdo as CFMs, os intervalos obtidos foram de 400 pug/mL a 3200 ug/mL para C.
glabrata sensiveis ao fluconazol e 800 pug/mL a 3200 ug/mL para isolados resistentes ao
fluconazol, sendo que as médias geométricas observadas foram de 1088,6 pug/mL e 1830,9

ug/mL para C. glabrata sensiveis e resistentes ao fluconazol, respectivamente.
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A Tabela 3 demonstra os resultados obtidos pelo teste estatistico de Mann Whitney
quando comparados os perfis de suscetibilidade entre os diferentes grupos de Candida
glabrata, frente ao Oleo essencial de orégano. Das comparacdes estabelecidas, foram
observadas diferencas estatisticamente significativas nas CIMs (p=0,0345*) e CFMs
(p<0,0001**), onde C. glabrata sensiveis ao fluconazol foram mais sensiveis ao 0leo
essencial de orégano do que C. glabrata resistente ao fluconazol. O 6leo essencial de orégano,
comparado aos outros 6leos essenciais, foi 0 mais eficiente tanto em relacdo as CIMs como

em relacdo as CFMs.
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Tabela 2 - Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de Cinnamomum zeylanicum, Lippia
graveolens, Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis,
Thymus vulgaris e Zingiber sp. frente a C. glabrata sensivel e resistente ao fluconazol.

CIM (pg/mL) CFM (pg/mL)
OES Faixa ClIMsq ClMgg MG Faixa CFM5, CFMg, MG

Cz 400-3200 3200 3200 2796,5 800->3200 3200 >3200  3200,0

Lg  400->3200 3200 3200 2351,6 1600->3200 3200 >3200  3390,0

Ob >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200

”&‘ Ov 400-1600 800 1600 815,6 400-3200 800 3200 1088,6
d; Ro >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200
So >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200

Tv >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200

z >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200

Cz 800-3200 1600 3200 1569,5 800->3200 1600 3200 2055,0

Lg  400->3200 3200 >3200  2906,3 1600->3200 3200 >3200  3390,3

Ob >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200

E'.E\ Ov 800-1600 800 1600 1047,5  800-3200 1600 3200 1830,9
§ Ro >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200
So >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200

Tv >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200

z >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200 >3200

Cg (FS) = Candida glabrata Fluconazol Sensivel; Cg (FR) = Candida glabrata Fluconazol Resistente; CIM =
Concentracdo Inibitéria Minima Total; CFM = Concentracdo Fungicida Minima; CIMs, = Concentracdo
Inibitoria Minima capaz de inibir o crescimento de 50% dos isolados; CIMg, = Concentragdo Inibitdria Minima
capaz de inibir o crescimento de 90% dos isolados; CFMs, = Concentra¢do Fungicida Minima para 50% dos
isolados; CFMg, = Concentragdo Fungicida Minima para 90% dos isolados; MG = Média Geométrica; OES =
Oleos Essenciais; Cz = Cinnamomum zeylanicum; Lg = Lippia graveolens; Ob = Ocimum basilicum; Ov =
Origanum vulgare; Ro = Rosmarinus officinalis; So = Salvia officinalis;.Tv = Thymus vulgaris; Z =

Zingiber sp.
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Tabela 3 - Valores de P na comparagdo das CIMs e CFMs dos 6leos essenciais de canela,
orégano e orégano mexicano frente grupos de C. glabrata, sensiveis e resistentes ao fluconazol.

Valores P*
Comparagoes ; ; .
Teste Canela Orégano Orégano Mexicano
entre grupos
<0.0001** 0,0345* 0,0246*
Cg (FS) CIM
« [Cg (FS) > Cg (FR)] [Cg (FS) < Cg (FR)] [Cg (FS) < Cg (FR)]
<0.0001** <0.0001**
Cg (FR) CFM 0,1261
[Cg (FS) > Cg (FR)] [Cg (FS) < Cg (FR)]

Cg (FS) = Candida glabrata Fluconazol Sensivel; Cg (FR) = Candida glabrata Fluconazol
Resistente; CIM = Concentragdo Inibitéria Minima; CFM = Concentra¢do Fungicida Minima.
*Valores de P obtidos pelo teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney

*Teste calculado foi significativo com P<0,05

**Teste calculado foi significativo com P<0,01

5.3 Comparagcao das atividades dos 6leos essenciais frente a C. glabrata sensiveis (Cg FS)

e resistentes (Cg FR) ao fluconazol, com base nas CIMs e CFMs

Considerando as CIM e CFM, de modo geral, o 6leo essencial de orégano demonstrou
os menores valores frente a todos os isolados, seguido pelo dleo essencial de canela e pelo
oleo essencial de orégano mexicano. O grupo de C. grabrata resistente ao fluconazol néo
apresentou diferenca significativa quanto a CFM de dleos essenciais de orégano e canela.
Quanto a CIM, o 6leo essencial de orégano demonstrou melhor atividade para ambos 0s
grupos de C. glabrata testados (p<0,001); ja o 6leo essencial de orégano mexicano apresentou
menor CIM que o Oleo essencial de canela para C. glabrata sensiveis ao fluconazol
(p=0,0523), no entanto, para os isolados resistentes ao fluconazol o 6leo essencial de orégano
mexicano apresentou significativamente menor atividade que o 6leo essencial de canela
(p<0,0001). Observando-se CFM, C. glabrata sensiveis e resistentes ao fluconazol
apresentam-se significativamente mais suscetiveis ao 0Oleo essencial de orégano quando
comparado ao 6leo essencial de orégano mexicano (p<0,0001); o 6leo essencial de canela
apresentou atividade maior contra isolados resistentes ao fluconazol, sendo neste grupo a
CFM de oleo essencial de canela menor que a CFM de oleo essencial de orégano; porém para
o0 grupo de C. glabrata sensiveis ao fluconazol a CFM de Gleo essencial de canela é

estatisticamente igual a CFM de 6leo essencial de orégano mexicano (p=0,2723).
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Tabela 4 - Valores de P na comparacgdo da atividade antifingica, com base nas CIMs e CFMs,
dos 6leos essenciais frente isolados de C. glabrata sensiveis e resistentes ao fluconazol utilizando
valores de probabilidade obtidos pelo teste de Mann-Whitney.

Valores P
Comparagdes Test Ca (FS) CoFR)
este
entre OES J .
CIM <0.0001** (Cz > Ov) 0,0002** (Cz > Ov)
Czx Qv
CFM <0.0001** (Cz > Qv) 0,3250
CiM 0,0523 0,0001** (Cz < Lg)
CzxLg
CFM 0,2723 0,0016** (Cz < Lg)
CiM <0.0001** (Ov < Lg) <0.0001** (Ov < Lg)
OvxLg
CFM <0.0001** (Ov < Lg) 0,0001** (Ov < Lg)

Cg (FS) = Candida glabrata Fluconazol Sensivel; Cg (FR) = Candida glabrata Fluconazol
Resistente; CIM = Concentragdo Inibitéria Minima; CFM = Concentragdo Fungicida Minima; Cz =
Cinnamomum zeylanicum; Lg = Lippia graveolens; Ov = Origanum vulgare.

**Teste calculado foi significativo com P<0,01
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6 DISCUSSAO

A candidiase é a infecgdo fungica oportunista mais importante no ambiente hospitalar.
Candida é o terceiro patégeno mais comumente isolado de infec¢Bes sanguineas nos EUA,
sendo menos freqiente apenas que Staphylococcus coagulase negativa e Staphylococcus
aureus. Nos paises da Europa espécies de Candida estdo entre o sexto e nono mais frequente
micro-organismo isolado de infec¢Bes sanguineas (MARCHETTI et al, 2004; SPELLBERG
et al, 2006). O mais preocupante a respeito das candidemias é que estdo associadas a altas
taxas de mortalidade, morbidade e maior periodo de hospitalizacio (MARCHETTI et al,
2004). Os principais fatores de risco para candidiase disseminada sdo o0s procedimentos
invasivos, tratamento imunossupressivo e uso de antimicrobianos de amplo espectro
(SPELLBERG et al, 2006). Infeccéo pelo HIV e diabetes mellitus séo fatores que predispde
principalmente a candidiase mucocutanea, como da orofaringe ou vulvovaginal as quais estao
associadas a severa morbidade e podem ser também foco de disseminacdo em pacientes
imunocomprometidos (ALLY et al., 2001; SPELLBERG et al, 2006; HOLANDA et al.,
2007). Nos EUA e em muitos paises da Europa, Candida glabrata é a segunda espécie mais
isolada depois de Candida albicans (MARCHETTI et al, 2004; SPELLBERG et al., 2006).
As infecgBes por esta espécie estdo associadas a menor suscetibilidade ao fluconazol e a altas
taxas de mortalidade; Pfaller et al (2009) demonstram que C. glabrata foi responsavel por 19-
34% dos episodios de candidemias no EUA no periodo de 2001 a 2007, com 14% dos
isolados resistentes ao fluconazol; Pai et al (2006) relatam mortalidade de 36,4% para
infeccbes no sangue causadas por C. glabrata no periodo de 2002 a 2005. No Brasil, a
incidéncia de C. glabrata é considerada baixa, responsavel por 4,9% das infeccdes sistémicas
essa espécie ocupa 0 5° lugar entre os agentes causadores de candidemias (COLOMBO et al.,
2006). Diferentes fatores parecem estar envolvidos na prevaléncia desta espécie, incluindo
caracteristicas geograficas, idade do paciente e populacéo de pacientes estudados. O frequente
uso de fluconazol como tratamento ou profilaxia parece estar envolvido no aumento da
frequéncia de isolados de C. glabrata como agente etioldgico de candidemias em pacientes
hospitalizados, assim como no aumento da resisténcia secundaria ao fluconazol e a outros
azélicos (MALANI et al., 2005; PFALLER et al., 2009; PANACKAL et al., 2006). Desta
forma, novas propostas terapéuticas contra candidiase tornaram-se um importante alvo de

pesquisas.
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Varias publica¢des tém documentado a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais e
extratos de plantas (HAMMER et al., 1999; DORMAN & DEANS, 2000; CORREA-
ROYERO et al., 2010). Oleos essenciais s&o constituidos por uma mistura de componentes
caracterizados por sua capacidade flavorizante e aromaética, entre esses componentes 0s
terpendides (hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos e seus derivados) sdo 0s mais
abundantes, sendo que muitos terpenos sabidamente apresentam atividade antimicrobiana
(INOUYE et al., 2005; TROMBETTA et al., 2005). Outros metabdlitos secundarios de
origem vegetal sdo também encontrados e a constituicdo dos 6leos essenciais € influenciada
pelas caracteristicas genéticas da planta e por fatores ambientais, assim o sinergismo entre
terpenos e outros constituintes do 6leo essencial devem ser considerados na avaliagdo da
atividade antimicrobiana (IMELOUANE et al., 2009). O mecanismo antimicrobiano dos
Oleos essenciais ndo esta totalmente esclarecido. Acredita-se que a lipofilia de seus
constituintes permita a particdo destes compostos nos lipideos da membrana celular e da
mitocondria causando o0 aumento da permeabilidade e levando ao extravasamento do
conteddo celular (COWAN, 1999). Alguns autores também sugerem que os componentes dos
Oleos essenciais poderiam agir sobre proteinas da membrana citoplasmatica, distorcendo a
interacdo lipideo-proteina de enzimas como a ATPase que esta localizada na membrana
plasmatica e rodeada de moléculas lipidicas (SIKKEMA et al., 1995).

Os testes e avaliagcBes da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais podem ser
dificultados pela volatilidade do 6leo, sua insolubilidade em agua e sua complexidade
qguimica. Para realizar testes in vitro que visam verificar a atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais, é necessario definir e adotar uma metodologia adequada e bem padronizada,
levando em consideracdo fatores como a técnica usada, o0 meio de cultura, a densidade do
indculo, o dleo essencial e o emulsificador utilizado (NASCIMENTO et al., 2007). Os
métodos de diluicdo em caldo sdo mais adequados para testar a atividade antimicrobiana de
6leos essenciais. Técnicas de difusdo em agar podem apresentar difusdo irregular dos
componentes lipdfilos dos 6leos essenciais resultando em concentragdes desiguais no agar e
formacédo de regiGes com atividade antimicrobiana variavel (HAMMER et al., 1999). Outro
fator favoravel a diluicdo em caldo é que o RPMI 1640, meio preconizado pelo CLSI nesta
técnica, € quimicamente definido e, por isso, ndo tem evidenciado interacdo com agentes

antifungicos, podendo ser também seguramente utilizado em ensaios com 6leos essenciais.
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6.1 Perfil de suscetibilidade de C. glabrata, sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente
aos 0leos essenciais de Ocimum basilicum (manjericao), Rosmarinus officinalis (alecrim),

Salvia officinalis (salvia), Thymus vulgaris (tomilho) e Zingiber sp. (gengibre)

Os Oleos essenciais de manjericdo, alecrim, salvia, tomilho e gengibre néo
demonstraram atividade antifdngica in vitro nas concentracOes testadas. Pozzatti et al. (2008)
também observaram que 0s Gleos essenciais de manjericdo, alecrim, sélvia e gengibre nédo
demonstraram atividade antifngica frente a isolados de C. glabrata, e entre esses 0leos
essenciais apenas o de gengibre evidenciou atividade frente outras espécies de Candida. Esses
resultados contrariam o estudo de alguns autores que evidenciaram a atividade antimicrobiana
dos 6leos essenciais de manjericdo (SOLIMAN & BADEAA, 2002; HANIF et al., 2011),
alecrim (LIMA et al., 2006; GACHKAR et al., 2007; MANGENA & MUYIMA, 1999),
sdlvia (BARRA & VALENTTI, 1998; PEREIRA et al., 2004) e gengibre (ANDRADE et al.,
2012). E importante lembrar que a grande maioria dos estudos emprega a técnica de difusio
em agar, que, conforme ja referido, impede compara¢fes mais rigorosas com resultados de
estudos realizados através de microdiluicdo em caldo (HILI et al., 1997; NASCIMENTO et
al., 2007).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho parece depender da presenca
de alguns constituintes (IMELOUANE et al., 2009). Faleiro et al. (2002) estudaram a
atividade antimicrobiana de algumas espécies de Thymus cultivadas em diferentes locais de
Portugal. Os 06leos essenciais de tais espécies demonstraram variadas atividades
antimicrobianas, indicando que o espectro de acdo do Gleo essencial esta relacionado aos seus
constituintes e aos micro-organismos testados. Em pesquisa realizada por Pina-Vaz et al.
(2004) foi evidenciada atividade antifungica de 6leos essenciais de Thymus frente a diferentes
espécies de Candida (incluindo C. glabrata), sendo demonstrado que os 6leos essenciais de
Thymus zygis e Thymus vulgaris que apresentavam carvacrol, timol e p-cimeno como
constituintes majoritarios demonstraram atividade superior a Thymus mastichina, o qual
apresentou 1,8-cineol como componente majoritario. No presente estudo, o 6leo essencial de
tomilho ndo evidenciou atividade antiflingica frente a C. glabrata. E importante destacar que
ao testar atividade antimicrobiana de Gleos essenciais deve-se levar em consideracdo as
dificuldades de comparar os resultados obtidos na pesquisa com os dados existentes na
literatura. Isto porque a composi¢do quimica dos Oleos essenciais pode variar dentro da

mesma especie devido a presenca de quimiotipos, a época da colheita, a diferentes métodos de
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extracdo, entre outros (SIMOES et al., 1999). Além do mais, é importante considerar a
metodologia empregada para avaliacdo da atividade antifingica, bem como a suscetibilidade
original dos micro-organismos utilizados.

Os oOleos essenciais de canela, orégano mexicano e orégano evidenciaram significativa
atividade antifungica. Diante disto, foram determinados os valores de CIMsg e CIMgo, OU Seja,
concentracdo minima de 6leo essencial capaz de inibir o crescimento de 50% e 90% dos
isolados, respectivamente. Considerando as CIMsy e CIMgo, de modo geral, o 6leo essencial
de orégano foi efetivo nas menores concentracfes, seguido pela canela e pelo orégano

mexicano.

6.2 Perfil de suscetibilidade de C. glabrata ao 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum

(canela)

O oleo essencial de canela evidenciou atividade antifungica frente a C. glabrata com
CIM entre de 400 pg/mL e 3200 pg/mL. Esses valores séo mais elevados que os encontrados
por Jantan et al. (2008) que evidenciaram CIM de 310 pg/mL e 160 pg/mL para os 6leos
essenciais obtido das folhas e da casca do tronco de Cinnamomum zeylanicum,
respectivamente. No mesmo estudo, Jantan et al. (2008) demonstraram que C. glabrata foi
suscetivel a 13 compostos normalmente encontrados em espécies de Cinnamomum, sendo que
a menor CIM foi observada para o cinamaldeido, o qual apresentou-se como componente
majoritario do 6leo essencial obtido da casca do tronco de C. zeylanicum. Oleos essenciais de
espécies de Cinnamomum que ndo apresentaram cinamaldeido evidenciaram CIM mais altas,
porém a atividade antiflngica estava igualmente presente e foi atribuida a compostos como
eugenol, metil (E)-cinamato, linalol, terpinen-4-ol, metil eugenol, ao-terpineol, benzil
benzoato, benzil salicilato, assim como ao efeito sinérgico entre eles e 0s componentes
minoritarios.

Foram observadas diferencas significativas pela CIM, onde os isolados de C. glabrata
resistentes ao fluconazol evidenciaram maior sensibilidade ao 6leo essencial de canela do que
os de C. glabrata sensiveis ao fluconazol (p<0,0001). Da mesma forma, com base na CFM, o
grupo de C. glabrata resistente ao fluconazol mostrou-se mais suscetivel ao éleo essencial de
canela quando comparado ao grupo de C. glabrata sensivel ao fluconazol (p<0,0001). O

mecanismo de resisténcia de C. glabrata aos azolicos envolve o aumento de efluxo do
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antifungico, diminuindo assim a concentracdo da droga no interior da célula (BENNETT et
al., 2004). No grupo de C. glabrata fluconazol resistente é sabido que o efluxo esta presente.
Todavia, a maior suscetibilidade deste grupo aos 6leos essenciais sugere que tal mecanismo

de resisténcia ndo envolve os 6leos essenciais.

6.3 Perfil de suscetibilidade de C. glabrata ao 0leo essencial de Lippia graveolens

(orégano mexicano)

O oleo essencial de orégano mexicano evidenciou atividade antifungica frente a C.
glabrata com CIMs entre de 400 pg/mL e >3200 pg/mL. Com relacdo as CFMs foram
encontrados valores de meédia geométrica muito proximos para C. glabrata sensiveis e
resistentes aos fluconazol, respectivamente 3390,0 pg/mL e 3390,3 pg/mL. Essas
concentracdes foram superiores as encontradas por Pozzatti et al. (2008) que observaram que
0 Oleo essencial de orégano mexicano frente a isolados de C. glabrata apresentou CIM e CFM
com valores que variaram entre 400 pg/mL e 800 pg/mL. No entanto, é importante considerar
que Pozzatti et al. (2008) estudaram apenas um pequeno grupo de C. glabrata, formado por
quatro isolados classificados como intrinsecamente resistentes ao fluconazol, e que tanto no
estudo de Pozzatti et al. (2008) como neste foram observadas CIM tdo baixas quanto 400
pg/mL, mas em um grupo mais significativo isolados de C. glabrata menos suscetiveis ao
6leo essencial de orégano mexicano também estavam representados. Comparando 0s grupos
sensiveis e resistentes ao fluconazol, pode-se afirmar que foram observadas diferencas
significativas pela CIM, onde os isolados de C. glabrata sensivel ao fluconazol evidenciaram
maior sensibilidade ao éleo essencial de orégano mexicano do que os isolados resistentes ao
fluconazol (p=0,0246). Quanto a CFM, ndo foram observadas diferengas significativas, entre

0S grupos.
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6.4 Perfil de suscetibilidade de C. glabrata ao 6leo essencial de Origanum vulgare

(orégano)

O dleo essencial de orégano evidenciou atividade antiflngica frente a C. glabrata com
CIM entre 400 pg/mL e 1600 pg/mL para o grupo sensivel ao fluconazol, e entre 800 pg/mL
e 1600 pg/mL para o grupo resistente ao fluconazol. As médias geométricas referentes a CIM
foram 815,6 pg/mL e 1047,5 pg/mL para C. glabrata sensiveis e resistentes ao fluconazol,
respectivamente. Khosravi et al. (2011) evidenciaram inibicdo completa do crescimento de C.
glabrata em concentracBes mais baixas do 6leo essencial de orégano, observando valores
entre 0,5 ug/mL e 1100 pg/mL, e concentracdo média igual a 340,2 pg/mL. Cleff et al. (2010)
evidenciaram a atividade antifungica do 6leo essencial de orégano frente a diferentes espécies
de Candida e atribuiram essa atividade a alta concentracdo de monoterpenos fenolicos
encontrados no Oleo essencial estudado. O dleo essencial de orégano evidenciou atividade
antimicrobiana frente a Candida albicans em estudo realizado por Manohar et al. (2001); os
mesmos autores avaliaram também a eficacia terapéutica do 6leo essencial de orégano in vivo,
observando que, no grupo de animais infectados com C. albicans e que recebera dleo
essencial de orégano, a taxa de sobrevivéncia foi maior do que no grupo que recebeu 6leo de
oliva. Estes achados sinalizam para a necessidade do desenvolvimento de novos estudos in
vivo, utilizando Oleo essencial de orégano para o estabelecimento de parametros como
seguranca terapéutica e adequacéo do uso clinico.

Comparando a suscetibilidade dos grupos sensiveis e resistentes ao fluconazol, C.
glabrata sensivel ao fluconazol evidenciou maior sensibilidade ao dleo essencial de orégano
(p=0,0345). Os valores médios observados para CFM foram 1088,6 pug/mL e 1830,9 pg/mL
para 0s isolados sensiveis e resistentes ao fluconazol, respectivamente. Sob este parametro C.
glabrata sensivel ao fluconazol também se mostrou significativamente mais suscetivel ao

oleo essencial de orégano (p<0,0001).

6.5 Consideracdes finais

O interesse pela medicina natural aumentou notavelmente nos ultimos anos como

conseqiiéncia aos efeitos colaterais de drogas convencionais, bem como pela emergéncia da
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resisténcia antimicrobiana aos farmacos disponiveis. Os estudos objetivados a avaliar a
atividade antimicrobiana de produtos de origem vegetal (extratos, 6leos essenciais, fracGes
majoritarias) avaliam, via de regra, fungos como Saccharomyces cerevisiae (modelo) ou
Candida albicans. Sob a ¢ética da suscetibilidade dos fungos aos agentes antimicrobianos, C.
albicans e S. cerevisiae ndo apresentam problemas de resisténcia; cabe aqui ressaltar que as
falhas terapéuticas nas candidiases por C. albicans devem-se mais aos fatores do hospedeiro
(imunossupresséo) do que a suscetibilidade do fungo. Por outro lado, as candidiases causadas
por C. glabrata, C. krusei e C. lusitaniae constituem-se em episédios em que a resisténcia é
um desafio. Neste contexto, entendemos que a abordagem da atividade antifingica de 6leos
essenciais deveria ser melhor avaliada em C. glabrata, incluindo-se isolados
comprovadamente resistentes ao fluconazol.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se constatar a atividade
antifungica in vitro de 6leos essenciais de condimentos frente a Candida glabrata, sensiveis e
resistentes ao fluconazol. Dentre os 6leos essenciais estudados, os Oleos essenciais de
Cinnamomum zeylanicum, Lippia graveolens e Origanum vulgare, podem representar uma
opcao para a pesquisa e o desenvolvimento de produtos alternativos, que sejam eficientes no
tratamento de candidiases causadas por espécies menos suscetiveis ou resistentes ao
fluconazol. Sdo necessarias pesquisas adicionais abordando a atividade antimicrobiana das
fracbes majoritérias, o sinergismo entre diferentes 6leos essenciais e entre 6leos essenciais e
agentes antifangicos, e que incluam, além de C. glabrata, outras espécies flungicas

oportunistas.
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7 CONCLUSOES

1) Os 6leos essenciais de canela, orégano e orégano mexicano evidenciaram atividade

antifungica frente aos isolados de C. glabrata, sensiveis e resistentes ao fluconazol.

2) Verificou-se que os 6leos essenciais de manjericdo, alecrim, salvia, tomilho e
gengibre ndo evidenciaram atividade antifungica frente aos isolados de C. glabrata, nas

condicdes testadas.

3) De um modo geral, o 6leo essencial de orégano apresentou atividade fungistatica

(CIM) e fungicida (CFM) superior aos 0leos essenciais de canela e orégano mexicano.

4) De um modo geral, o 6leo essencial de orégano mexicano apresentou atividade

fungistatica (CIM) e fungicida (CFM) inferior aos 6leos essenciais de orégano e canela.

5) O grupo de C. glabrata sensiveis ao fluconazol mostrou-se menos suscetivel ao
Oleo essencial de canela e mais suscetivel aos 6leos essencias de orégano e orégano mexicano

guando comparado ao grupo de C. glabrata resistente ao fluconazol.
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