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RESUMO

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

SUSCETIBILIDADE DE Candida spp. RESISTENTES E SENSIVEIS
AO FLUCONAZOL FRENTE A OLEOS ESSENCIAIS EXTRAIDOS D E
CONDIMENTOS
Autora: Patricia Pozzatti
Orientador: Sydney Hartz Alves
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 23 de marco de 2007.

No presente estudo avaliou-se a atividade antifingica de diferentes 6leos essenciais
obtidos de plantas tradicionalmente utilizadas como condimentos, frente a isolados de Candida
comprovadamente sensiveis e resistentes ao fluconazol. Para tanto, determinou-se a
concentracdo inibitéria minima parcial e total, CIMp e CIMy, respectivamente, bem como a
concentracdo fungicida minima (CFM) frente as diferentes espécies de Candida. Também foi
avaliada a concentracdo minima de 6leo capaz de inibir a formacdo de tubos germinativos
(CIMTG) em C. albicans e C. dubliniensis sensiveis e resistentes ao fluconazol. As espécies de
Candida utilizadas na pesquisa incluiram: Candida albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C.
glabrata e C. krusei. Os 06leos essenciais testados foram obtidos de: Cinnamomum zeylanicum
Breyn (canela), Lippia graveolens HBK (orégano mexicano), Ocimum basilicum L. (manjericdo),
Origanum vulgare L. (orégano), Rosmarinus officinalis L. (alecrim), Salvia officinalis L. (sélvia),
Thymus vulgaris L. (tomilho) e Zingiber sp. (gengibre). A metodologia empregada foi a
microdiluicdo em caldo, de acordo com o documento M27-A2 do National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 2002). Para avaliar a inibicdo da formacéo de tubos germinativos
pelos 6leos essenciais, utilizou-se o meio sintético Fase M. A composigdo quimica dos 6leos
essenciais foi obtida através de cromatografia gasosa acoplada a um espectrdmetro de massas
(CG-EM) e através do calculo do indice de retencao (IR). Os resultados encontrados para 0s
testes de atividade antifiingica foram analisados através do teste estatistico de Mann Whitney.
Diante disto, observou-se que 0s Oleos essenciais de manjericdo, alecrim e salvia nao
evidenciaram atividade antifungica frente aos isolados de Candida nas concentracdes testadas.
Entretanto, os 6leos essenciais de canela, orégano mexicano, orégano, tomilho e gengibre
demonstraram diferentes niveis de atividade antifungica, sendo o 6leo de orégano o mais
potente, e o de gengibre, o de menor atividade. Em adicdo ao amplo espectro de atividade
antifingica dos 6leos essenciais citados, observou-se que concentragbes semelhantes de 6leo
essencial foram capazes de inibir o crescimento fungico ou de serem fungicidas para isolados
originalmente sensiveis e resistentes ao fluconazol. Além disso, alguns dos 6leos também
demonstraram moderada atividade contra espécies de Candida que naturalmente apresentam
elevadas CIMs ao fluconazol, tais como C. glabrata e C. krusei. Todos os 6leos essenciais
inibiram a formacdo de tubos germinativos, havendo destaque para o de orégano, e menor
inibicao pelo 6leo de alecrim. Os constituintes majoritarios presentes nos éleos essenciais foram:
Z-isoeugenol (93,3%) para a canela; carvacrol (56,8%) e o-cimeno (32,2%) para orégano
mexicano; linalol (32,22%) e 1,8-cineol (23,61%) para o manjericdo; carvacrol (92,6%) para o
orégano; 1,8-cineol (28,59%) e canfora (26,31%) para o alecrim; cis-tujona (40,61%) para a
sélvia; y-terpineno (64%) para o tomilho; e zingibereno (20,81%) para o 6leo essencial de
gengibre. Em conclusao, os resultados permitiram constatar que Candida spp resistentes ao
fluconazol, respeitadas algumas particularidades, foram sensiveis aos 6leos essenciais que
evidenciaram atividade antifingica.

Palavras-chave: candidiases; Candida spp; resisténcia ao fluconazol; éleos essenciais.
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SUSCETIBILITY FROM FLUCONAZOLE RESISTANTS AND
SENSIBLES Candida spp AGAINST ESSENTIAL OILS EXTRACTED
FROM CONDIMENTS
Autora: Patricia Pozzatti
Orientador: Sydney Hartz Alves
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 23 de marco de 2007.

In the present study, it was assessed antifungal activity of different essential oils obtained
from plants traditionally used as condiments, against Candida isolates proven to be susceptible
and resistant to the antifungal agent fluconazole. In this context, partial and total minimal
concentration values, MICp e MICy, respectively, as well as minimal fungicidal concentration
(MFC) of essential oils against different species of Candida were determined. In addition, it was
evaluated minimal concentrations of oils that could inhibit germ tube formation by fluconazole
susceptible and resistant isolates of C. albicans and C. dubliniensis. Candida species used in this
study were: Candida albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. glabrata and C. krusei. The
essential oils were obtained from: Cinnamomum zeylanicum Breyn (cinnamon), Lippia graveolens
HBK (Mexican oregano), Ocimum basilicum L. (basil), Origanum vulgare L. (oregano),
Rosmarinus officinalis L. (rosemary), Salvia officinalis L. (sage), Thymus vulgaris L. (thyme) and
Zingiber sp. (ginger). The methodology used was broth microdilution, according to M27-A2
document provided by National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002). In
order to assess inhibition of germ tube formation by essential oils, it was used the synthetic
medium Phase M. Chemical composition of essential oils was obtained through gas
chromatography-mass spectroscopy (GC-MS) and through calculation of retention index (RI).
Results of antifungal activity tests were analyzed through Mann Whitney statistic test.
Subsequently, it was noticed that basil, rosemary and sage essential oils did not show antifungal
activity against Candida isolates on tested concentrations. However, cinnamon, Mexican
oregano, oregano, thyme and ginger essential oils showed different levels of antifungal activity,
being oregano oil the most potent and ginger oil the least efficient. Considering the extended
spectrum of antifungal activity presented by these essential oils, it was noticed that similar
concentrations could inhibit fungal growth or be fungicidal to isolates originally sensible and
resistant to fluconazole. Besides, some oils also demonstrated moderate activity against Candida
species which naturally show high fluconazole MICs, such as C. glabrata e C. krusei. All the
essential oils inhibited germ tube formation, being oregano oil the most active and rosemary oil
the least one. The majoritary constituents in the essential oils were: Z-isoeugenol (93,3%) for
cinnamon; carvacrol (56,8%) and o-cymene (32,2%) for Mexican oregano; linalool (32,22%) and
1,8-cineole (23,61%) for basil; carvacrol (92,6%) for oregano; 1,8-cineole (28,59%) and camphor
(26,31%) for rosemary; cis-thujone (40,61%) for sage; y-terpinene (64%) for thyme; and
zingiberene (20,81%) for ginger essential oil. In conclusion, these results made possible
evidencing that Candida spp isolates which are resistant to fluconazole, except for some
particularities, were sensible to essential oils that demonstrated antifungal activity.

Keywords: candidiasis, Candida spp, fluconazole resistance, essential oils.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, limitado namero de agentes antifiungicos esta disponivel para o
tratamento de infec¢cdes por espécies de Candida. Os principais agentes sao 0s
poliénicos anfotericina B e nistatina e os azolicos, como cetoconazol, fluconazol,
itraconazol, posaconazol, ravuconazol e voriconazol, entre outros (SIDRIM &
MOREIRA, 1999). Recentes estudos tém evidenciado diferentes espécies de
Candida resistentes aos azois (PFALLER et al, 1999b; SOBEL et al, 2000; PEREA et
al, 2001; MARR et al, 2001; SANGLARD & ODDS, 2002), bem como forte toxicidade
ligada ao uso dos poliénicos, particularmente anfotericina B (ELLIS, 2002; BAGINSKI
et al, 2005). Neste contexto, faz-se necessario o desenvolvimento de pesquisas
sobre novos agentes antifiungicos que sejam eficazes e seguros para o tratamento
ou profilaxia de candidiases.

As candidiases orofaringeas acometem 80 a 95% dos pacientes com AIDS
(GREENSPAN, 1994; VAN METER et al, 1994). As espécies de Candida mais
comumente envolvidas em quadros clinicos séo: C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. krusei. Outras, menos freqientemente isoladas, incluem
C. dubliniensis, C. lusitaniae, C. rugosa, C. pseudotropicalis e C. guillermondii
(SIDRIM & MOREIRA, 1999). Os antifungicos azélicos de uso oral, tais como
cetoconazol, fluconazol e itraconazol sdo comumente empregados em terapias
supressivas ou profilaticas de quadros de candidiase orofaringea e esofagica em
pacientes com AIDS. Como consequUéncia, a incidéncia de casos refratarios de
candidiase orofaringea, decorrentes da emergente resisténcia de Candida aos azdis,
vem crescendo e se tornando comum durante a terapia de pacientes em estagio
avancado da doenca (BOKEN et al, 1993; WHITE & GOETZ, 1994).

A fitoterapia tem sido alvo de diversas investigacfes cientificas relacionando
usos, efeitos e propriedades farmacolégicas das plantas medicinais. As plantas, em
geral, ttm ampla habilidade de sintetizar substancias odoriferas, das quais a maioria
sao terpenos ou seus derivados oxigenados. Geralmente, estes compostos sao
metabdlitos secundarios que servem como mecanismo de defesa para a planta
contra ataques por microrganismos e herbivoros, além de atrairem insetos visando a
polinizagcdo. Muitos constituintes vegetais originam o seu aroma, e algumas ervas,

historicamente utilizadas como condimentos, podem também ser empregadas na
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area farmacologica (COWAN, 1999). Os 6leos essenciais vém sendo usados com
diversas finalidades durante muitos séculos; nas ultimas décadas, numerosos
estudos in vitro e in vivo foram realizados avaliando as atividades antibacterianas e
antifingicas destas substancias (COSENTINO et al, 1999; PINA-VAZ et al, 2004;
TAMPIERI et al, 2005).

Oleos essenciais, conforme a ISO 9235:1997 (International Standard
Organization), sdo produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por
arraste com vapor d’agua, ou os produtos obtidos pelo processamento mecéanico dos
pericarpos de frutos citricos (Rutaceae). De modo geral, podem ser conceituados
como misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente liquidas e
odoriferas (ISO 9235, 1997; SIMOES et al, 1999). Em sua grande maioria, os 6leos
essenciais consistem de misturas de hidrocarbonetos (monoterpenos,
sesquiterpenos, entre outros) e compostos oxigenados (alcoois, ésteres, éteres,
aldeidos, cetonas, lactonas, fendis, éteres fendlicos, etc.). Quimicamente, estes
constituintes pertencem a classe dos terpendides, originados a partir do acido
mevalbnico, ou dos fenilpropandides, provindos do acido chiquimico (SIMOES et al,
1999). Os terpenos estao entre 0s principais responsaveis quimicos pelo uso das
plantas odoriferas na medicina, culinaria e perfumaria (DORMAN & DEANS, 2000).

As propriedades antimicoticas de 6leos essenciais derivados de condimentos,
popularmente utilizados na culinaria, ndo se constituem em propostas inovadoras no
ambito cientifico. Todavia, perfis de suscetibilidade de isolados clinicos de diferentes
espécies de Candida resistentes ao antifungico fluconazol, frente a dleos essenciais,
nao foram consistentemente estudados até o presente momento. Também, as
metodologias empregadas na maioria dos estudos ja publicados envolvendo
atividade antifangica de Oleos essenciais nao utilizaram técnicas padronizadas, visto
gue estas estiveram disponiveis somente a partir de 2002 (NCCLS, 2002). Neste
contexto, faz-se necessério ampliar os conhecimentos sobre a interacao entre 6leos
essenciais e fungos patogénicos de dificil tratamento. O uso popularizado de
condimentos torna os 6leos essenciais um potente arsenal para novas propostas
terapéuticas, as quais merecem ser avaliadas.

Diante destas consideragfes, 0 presente projeto objetivou, de forma geral,
verificar a atividade antifingica de 0Oleos essenciais extraidos de algumas plantas
utiizadas como condimentos, frente a espécies do género Candida

comprovadamente sensiveis e resistentes ao fluconazol.
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2 OBJETIVOS

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

Verificar a atividade fungistatica dos 6leos essenciais extraidos de condimentos
frente a leveduras do género Candida, comprovadamente sensiveis e
resistentes ao fluconazol, através da determinacdo da concentracao inibitoria

minima (CIM) parcial e total, CIMp e CIMr, respectivamente.

Determinar a concentracdo fungicida minima (CFM) dos Oleos essenciais
extraidos de condimentos frente a leveduras do género Candida,

comprovadamente sensiveis e resistentes ao fluconazol.

Caracterizar a suscetibilidade de C. dubliniensis, sensiveis e resistentes ao
fluconazol, frente aos 6leos essenciais em estudo, comparando-a com a de C.

albicans.

Comparar os perfis de suscetibilidade de C. albicans e nao-albicans frente aos

6leos essenciais em estudo.

Determinar a menor concentracdo de 0leo essencial capaz de inibir a emisséo
de tubo germinativo (CIMTG) em C. albicans e C. dubliniensis sensiveis e

resistentes ao fluconazol.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1Candidiases

O espectro das candidiases € bastante extenso, podendo variar desde
manifestacdes banais como a colonizagdo de mucosas, até quadros sistémicos com
a invasdo de diversos 6rgdos. As mucosas oral, vaginal e esofagica sdo as mais
freqientemente envolvidas em quadros de candidiase. Durante muito tempo,
acreditou-se que apenas C. albicans era capaz de causar doencas humanas; hoje,
entretanto, sabe-se que a maioria das leveduras pode levar a diversos tipos de
quadros clinicos dependendo das condi¢Bes imunolédgicas do hospedeiro (SIDRIM &
MOREIRA, 1999). As espécies comumente implicadas sdo: C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusei; espécies menos frequentes sdo C.
dubliniensis, C. lusitaniae, C. rugosa, C. pseudotropicalis, C. guillermondii, entre
outras leveduras (CANDIDO et al, 1995; SIDRIM & MOREIRA, 1999).

A candidiase € a infeccao fangica oportunista mais comum, destacando-se a
orofaringea em pacientes com AIDS. Cerca de 90% destes apresentam a infeccéo
pelo menos uma vez durante o curso da doenca (SAMARANAYAKE, 1992;
KORTING et al, 1999).

Na microbiota fungica da cavidade oral, ha predominio do género Candida
entre outras leveduras (PARK & YAACOB, 1994; CANDIDO et al, 1995). Existem
evidéncias de que a colonizacao deste local por leveduras em individuos normais &
muito variavel; na literatura, tém sido relatados indices de 5 a 60%, com média em
torno de 40% (MEUNIER, 1989; SAMARANAYAKE, 1992; CHALLACOMBE, 1994;
LYNCH, 1994; CANDIDO et al, 1995; MILAN et al, 2001).

O ndmero de individuos com AIDS vem aumentando muito nos ultimos anos,
e ha varios relatos indicando a presenca de lesdes recorrentes por Candida spp
principalmente na mucosa oral desses pacientes (SANGEORZAN et al, 1994; REX
et al, 1995; REVANKAR et al, 1996; VAZQUEZ, 2000; WALSH et al, 2000). Neste
contexto, a pesquisa de novas propostas terapéuticas contra candidiase orofaringea

torna-se um importante alvo.
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As variantes clinicas da candidiase orofaringea que normalmente acometem
pacientes infectados pelo HIV sdo a pseudomembranosa, eritematosa, hiperplasica
e a queilite angular (SAMARANAYAKE, 1992; KOLOKOTRONIS et al, 1994; REEF &
MAYER, 1995; SILVERMAN et al, 1996). A forma pseudomembranosa pode ocorrer
em qualquer area da mucosa oral, porém é mais frequiente na lingua, palato mole e
duro; as lesdes aparecem como placas esbranquicadas aderidas a mucosa, e sédo
caracterizadas por um fundo eritematoso que pode ser visto quando as placas séo
removidas (ODDS, 1988; KOLOKOTRONIS et al, 1994; SILVERMAN et al, 1996).
Na candidiase eritematosa, sdo observadas &reas avermelhadas, em geral,
localizadas no palato e dorso da lingua (KOSTIALA et al, 1979). A forma hiperplasica
caracteriza-se por lesdes amareladas que ndo podem ser removidas; nos individuos
HIV positivos, este tipo de lesdo normalmente ocorre bilateralmente na cavidade
oral, nas bordas laterais da lingua e no palato. Na variante queilite angular, observa-
se a ocorréncia de eritema e fissuras, com ou sem ulcera¢des, nas comissuras
labiais (SAMARANAYAKE & HOLMSTRUP, 1989; SAMARANAYAKE, 1992).

A espécie do género Candida mais isolada da cavidade oral de pacientes com
AIDS, com e sem lesdes orais, é a C. albicans (63-93%), seguida por C. glabrata
(14-21%), C. krusei (4-10%), C. tropicalis (2-7%) e outras. Pacientes com
Imunossupressdo severa apresentam elevadas taxas de colonizagcdo e alta
frequéncia de espécies nado-albicans (FETTER et al, 1993). No Brasil, Milan et al
(1998) observaram que 22% dos pacientes infectados ou colonizados por Candida
Spp apresentavam espécies ndo-albicans na cavidade oral, com predominancia de
C. glabrata e C. krusei.

A expressao da viruléncia de C. albicans na cavidade oral est& correlacionada
com o sistema imune do hospedeiro (LOPEZ-RIBOT et al, 1999). Além disso, outras
condi¢gbes, como hipossalivacao, diabetes mellitus e tratamento prolongado com
antibacterianos ou corticosterdides, também predispdem a candidiase de orofaringe
(KNIGHT & FLETCHER, 1971). Caracteristicas especificas de C. albicans que
contribuem para o desenvolvimento da referida doenca incluem, entre outras, sua
habilidade de aderir e colonizar a mucosa oral (KENNEDY, 1988) e de formar tubo
germinativo (CASANOVA et al, 1997).

Embora C. albicans seja a levedura patogénica humana mais comum, outras
espécies de Candida, assim como C. krusei e C. glabrata, vém sendo reconhecidas

como agentes emergentes especialmente em pacientes imunodeprimidos. Estas
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espécies sdo intrinsecamente resistentes ao fluconazol, triazolico utilizado
mundialmente (SOBEL, 1998; REICHART et al, 2002). Em contraste com C. krusei e
C. glabrata, C. tropicalis é, de modo geral, suscetivel ao fluconazol (PFALLER et al,
2000).

Em 1995, Sullivan et al avaliaram isolados de Candida com caracteristicas
nao usuais, provenientes de pacientes infectados com o HIV e que mantinham
histérico de candidiase orofaringea recorrente. Estes isolados eram produtores de
clamidoconidios, assim como C. albicans, porém ndo podiam ser identificados como
tal em decorréncia de diferencas significativas no perfil bioquimico e,
particularmente, no padrdo genotipico. Tais isolados apontaram para uma nova
espécie, a qual foi denominada de Candida dubliniensis (SULLIVAN et al, 1995).
Esta espécie € o mais novo fungo patogénico reconhecido como agente de
candidiase oral em pacientes com AIDS. Embora estudos preliminares indiqguem que
a maioria dos isolados de C. dubliniensis € suscetivel aos agentes antifingicos
disponiveis, cepas resistentes ao fluconazol tém sido detectadas (PFALLER et al,
1999a).

Recentes publicacbes tém descrito casos de candidiase superficial e
sistémica por C. dubliniensis em pacientes HIV positivos e negativos em Varios
paises (SULLIVAN et al, 1997; ODDS et al, 1998; BRANDT et al, 2000; JABRA-RIZK
et al, 2000). Entretanto, ainda ha poucos dados disponiveis sobre a incidéncia dessa
espécie na Ameérica do Sul (RODERO et al, 1998; ALVES et al, 2001).

Acredita-se que os fatores de viruléncia sejam semelhantes para C.
dubliniensis e C. albicans, no entanto, poucos autores discorrem a respeito deste
assunto. C. dubliniensis produz maior atividade de proteinase que C. albicans, sendo
mais aderente que esta as células epiteliais bucais, na presenca de glicose. Por
outro lado, a producao de hifas € mais lenta em C. dubliniensis, sugerindo que esta
espécie tenha menor habilidade para invadir os tecidos (SULLIVAN et al, 1999).

A associacdo com episoédios recorrentes de candidiase orofaringea em
pacientes HIV positivos sugere que a recente emergéncia de C. dubliniensis como
patdbgeno humano resultou da selecdo gerada pelo crescente uso de antifingicos. A
maioria dos isolados é suscetivel aos antifingicos comuns, mas os valores de CIMs
gerados para esta espécie sado constantemente maiores que aqueles produzidos
para C. albicans (PFALLER et al, 1999a).
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3.2Tubos germinativos: importancia na identificaga 0 e como fator de viruléncia

Tubo germinativo € uma pequena hifa produzida a partir de um blastoconidio
e que ndo apresenta ponto de constricao; tal estrutura se forma in vitro na presenca
de soro ou de albumina sob temperatura de 37°C, durante aproximadamente 3 horas
de incubacdo (SIDRIM & MOREIRA, 1999). Da mesma forma, alguns meios
sintéticos, ricos em N-acetil-glicosamina, podem estimular a formacdo de hifas
verdadeiras por C. albicans e C. dubliniensis; em torno de 90% dos isolados
possuem essa propriedade. A producdo de tubo germinativo € um teste presuntivo
bastante utilizado para distinguir C. albicans e C. dubliniensis de outras espécies do
mesmo género que nao possuem essa caracteristica fenotipica (SIMONETTI et al,
1974; CASSONE et al, 1985; HUBBARD et al, 1985; SCHAUDE et al, 1987).

C. albicans e C. dubliniensis podem se apresentar in vivo sob duas
morfologias diferentes: fase leveduriforme e fase de pseudo-hifas e de hifas
verdadeiras, que constituem a fase filamentosa. A fase leveduriforme € normalmente
predominante durante a colonizagdo de superficies epiteliais, entretanto, a fase
filamentosa tem sido associada com a invaséo de tecidos (ODDS, 1994). Diversos
estudos indicam que isolados de C. albicans incapazes de produzir tubo germinativo
parecem ser menos virulentos (BENSEN et al, 2002; SAVILLE et al, 2003).

3.3 Antifungicos azélicos

Os antifungicos azoélicos mais empregados atualmente nos tratamentos das
candidiases incluem os imidazois (cetoconazol e miconazol), triazéis de 12 geracéo
(fluconazol e itraconazol) e de 22 geracédo (voriconazol, posaconazol e ravuconazol)
(CHEN & SOBEL, 2005). Os azo6is sdo compostos totalmente sintéticos e que,
geralmente, tém acdo fungistatica sobre determinados fungos. Seu mecanismo de
acao consiste, resumidamente, na inibicdo da sintese do ergosterol do fungo através
de ligacdo a enzima lanosterol 14-a-demetilase, o que provoca alteracdes na
membrana citoplasmatica fungica, impedindo o desenvolvimento do mesmo
(GOODMAN & GILMAN, 1996).
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O fluconazol possui atividade antifungica contra a maioria das espécies de
Candida e Cryptococcus neoformans requerendo concentracdo inibitéria minima
(CIM) igual ou menor a 8ug/mL; entretanto, isolados de C. glabrata e C. krusei
apresentam CIMs na faixa de 4 a 16ug/mL, e 16 a 64ug/mL, respectivamente
(PFALLER et al, 1997). Da mesma forma, o itraconazol geralmente possui boa
atividade in vitro, com CIMs entre 0,01 e 1,0ug/mL para a maioria das leveduras
isoladas, exceto para C. glabrata (0,06 a 8ug/mL) e C. krusei (0,5 a 2ug/mL)
(ESPINEL-INGROFF et al, 2001).

C. albicans e C. dubliniensis séo as duas espécies mais suscetiveis aos azois
atualmente disponiveis. Semelhantemente, C. parapsilosis, C. lusitaniae e C.
guillermondii geralmente apresentam-se sensiveis in vitro a essa classe de drogas
antifangicas. Entretanto, os valores de CIM para C. glabrata e C. krusei séo
habitualmente mais elevados do que para C. albicans, visto que as duas primeiras
espécies sao naturalmente menos suscetiveis aos azois (MILLON et al, 1994b; REX
et al, 1995; REX et al, 1997; COLLIN et al, 1999; PEREA & PATTERSON, 2002).

3.4A emergéncia da resisténcia de Candida spp aos antifungicos

Os novos triazéis, particularmente o fluconazol, sédo largamente utilizados no
tratamento de candidiase orofaringea devido a sua elevada eficacia e baixa
toxicidade (REVANKAR et al, 1998). Quadros recorrentes da doenca, sobretudo em
pacientes com AIDS, exigem ciclos periddicos de tratamento. O uso prolongado do
fluconazol em esquemas terapéuticos ou profilaticos pode resultar em trés cenarios
epidemioldgicos relacionados a candidiase resistente a este medicamento. Primeiro,
a selecdo de espécies intrinsecamente resistentes ao fluconazol: C. krusei e C.
glabrata. Segundo, uma amostra de C. albicans previamente sensivel pode ser
substituida por outra da mesma espécie, porém resistente ao fluconazol. Terceiro,
um isolado de C. albicans sensivel pode desenvolver resisténcia ao fluconazol
durante o tratamento (BART-DELABESSE et al, 1993; BARCHIESI et al, 1994;
DUPONT et al, 1994; MILLON et al, 1994a; PFALLER et al, 1994; REDDING et al,
1994; SANGEORZAN et al, 1994; COLOMBO et al, 1995; REX et al, 1995; FRANZ
et al, 1999).
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O termo resisténcia é usado para descrever uma relativa insensibilidade de
um microrganismo frente a uma droga antimicrobiana através de testes in vitro e da
comparacao com outros isolados da mesma espécie (REX et al, 1997).

A resisténcia pode ser primaria, ocorrendo em organismos nunca expostos a
droga de interesse num hospedeiro. Contrariamente, resisténcia secundaria,
também definida como resisténcia adquirida, surge somente apos a exposi¢cao do
organismo a droga. Resisténcia intrinseca € definida como resisténcia a todos ou a
maioria dos isolados de uma espécie a certa droga — por exemplo, a resisténcia de
C. krusei ao fluconazol (REX et al, 1997).

O primeiro relato de resisténcia aos azoOis em individuos com AIDS foi
relacionado ao cetoconazol (TAVITIAN et al, 1986). No entanto, com a introdu¢céao do
fluconazol no mercado, associado a sua larga utilizacdo nesses pacientes, a maioria
das publicagbes tem se referido a resisténcia a esse antifungico (BARCHIESI et al,
1996; RUHNKE et al, 1996; LAGUNA et al, 1997). Relatos de casos de candidiase
orofaringea resistente ao fluconazol comecaram a aparecer a partir de 1991, apos a
introducéo desta droga em esquemas terapéuticos ou profilaticos em pacientes com
AIDS (FICHTENBAUM et al, 2000).

Redding et al (1994) analisaram um paciente com candidiase orofaringea
recorrente e documentaram, por técnicas de genotipagem, que, em 12 dos 14
episodios, houve permanéncia de isolado com o mesmo padrdo genotipico.
Observaram ainda um aumento progressivo das doses de fluconazol (100 a
800mg/dia) para obtencéo de eficacia terapéutica. O teste de susceptibilidade in vitro
demonstrou que a cepa, inicialmente sensivel, tornou-se resistente ao fluconazol.

A resisténcia aos azobis tem sido reportada em 32% dos pacientes
sintomaticos e em 14% dos assintomaticos. A imunossupressao avancada, marcada
pela reducdo da contagem de células CD4", e a exposi¢cdo prévia aos azdis sdo
considerados importantes fatores de risco para o desenvolvimento de candidiase
resistente ao fluconazol em pacientes HIV positivos (MAENZA et al, 1996; CANUTO
et al, 2000; FICHTENBAUM et al, 2000).

O uso de agentes antifingicos azolicos como profilaticos parece selecionar
leveduras que exibem diminuida suscetibilidade a esses agentes (SANGUINETI et
al, 1993; JOHNSON et al, 1995; PEREA & PATTERSON, 2002; LOEFFLER &
STEVENS, 2003). Para C. albicans, o desenvolvimento de resisténcia secundaria ao

tratamento com fluconazol tem sido mais comumente encontrado em pacientes
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infectados com HIV que receberam terapia prolongada com esse antifingico,
resultando em recorrentes periodos de candidiase orofaringea. Da mesma forma, a
resisténcia ao itraconazol vem se destacando nesse grupo de pacientes,
principalmente em isolados de Candida que exibem diminuida suscetibilidade ao
fluconazol in vitro, o que demonstra razoavel grau de resisténcia cruzada entre 0s
antifingicos da classe dos triazois (SANGUINETI et al, 1993; JOHNSON et al, 1995;
LOEFFLER & STEVENS, 2003).

3.5Mecanismos da resisténcia de Candida spp aos antifungicos azélicos

Diversos mecanismos que contribuem para o fen6meno da resisténcia aos
antifingicos azdlicos vém sendo descritos. Entre eles, destacam-se: a
superexpressao ou a mutacao do gene ERG11 que codifica a enzima alvo dos azéis,
a lanosterol 14-a-demetilase (MARICHAL et al, 1999); a superexpressao de genes
CDR e MDR que codificam bombas de efluxo (PRASAD et al, 1995; SANGLARD et
al, 1995; WHITE et al, 1998); alteracées nos genes ERG3 que codificam a enzima
A>*® esterol dessaturase, indispensavel na biossintese do ergosterol (HOWELL et al,
1990); alteracdes na composicao lipidica da membrana plasmética fungica, o que
dificulta a entrada, ou seja, o influxo do farmaco na célula (LOEFFLER et al, 2000).
Entretanto, diferentes mecanismos, ndo totalmente elucidados, podem ocorrer,
simultaneamente, contribuindo para o fendémeno da resisténcia (WHITE, 2003).

Resumidamente, os mecanismos de resisténcia de Candida spp aos azois
podem ser explicados da seguinte forma: numa célula sensivel, os azdis ganham o
interior celular por um mecanismo ainda desconhecido e interagem com a enzima
alvo, lanosterol 14-a-demetilase, codificada pelo gene ERG11. Baixos niveis de
expressdo para os genes CDR e MDR, que codificam bombas de efluxo, sé&o
normalmente observados. Por outro lado, numa célula resistente, os azois, estando
no interior celular, podem ser impedidos de interagir com a enzima alvo devido a
uma mutacdo ou superexpressdo no gene ERG11; também se pode observar a
superexpressao dos genes CDR1 (codificam transportadores da familia ABC-

ATPase) e MDR1 (codificam os transportadores facilitadores maiores), o que



27

aumenta o efluxo do farmaco para fora da célula. Mutagdes em genes que codificam
outras enzimas na via de biossintese do ergosterol, tais como o ERG3, podem
também contribuir para resisténcia. Estes diversos mecanismos ndo Ssao
mutuamente excludentes, pois varios deles tém sido identificados agindo em
conjunto em uma cepa resistente (ESPINEL-INGROFF et al, 1999).

Em recente estudo, Perea et al (2001) analisaram 0s mecanismos de
resisténcia de cepas de C. albicans resistentes ao fluconazol isoladas de pacientes
infectados com o HIV e com candidiase orofaringea. Neste contexto, foi confirmada
a natureza multifatorial da resisténcia em 75% dos isolados. Em geral, a
superexpressdo dos genes que codificam bombas de efluxo (CDR e MDR) foi
detectada em 85% dos casos; mutacdes no gene que codifica a enzima lanosterol
14a-demetilase (ERG11) em 58-65%, e a superexpressdo deste gene em 35-42%
dos isolados clinicos resistentes aos azais.

Andlises genéticas e moleculares tém determinado que bombas de efluxo
codificadas por genes CDR agem em todos os azolicos comumente utilizados na
clinica, enquanto que as codificadas por genes MDR1 parecem ser especificas para
o fluconazol (WHITE, 1997; WHITE et al, 1998). Estes achados tém implicacdes
clinicas profundas, pois cepas resistentes ao fluconazol expressando o gene MDR1
devem ser suscetiveis a outros azois, enquanto que cepas expressando gene CDR
devem apresentar resisténcia cruzada com outros azolicos (ESPINEL-INGROFF et
al, 1999).

Goldman et al (2004) descreveram mecanismos de resisténcia ao fluconazol
em C. albicans isoladas de nove pacientes com AIDS internados em hospitais
brasileiros. Estes mecanismos incluiram a presenca de pontos de mutacdo e
superexpressao do gene ERG11 e de varios genes que codificam bombas de efluxo.
Diversas cepas resistentes tiveram multiplos mecanismos de resisténcia.

Candida dubliniensis tem sido recentemente descrita como um patdégeno
oportunista associado com candidiase oral em pacientes infectados pelo HIV.
(SULLIVAN et al, 1997; ODDS et al, 1998; BRANDT et al, 2000; JABRA-RIZK et al,
2000). Embora estudos preliminares indiqguem que a maioria dos isolados desta
espécie é sensivel ao fluconazol, amostras resistentes tém sido detectadas. Neste
contexto, observa-se que C. dubliniensis isolada de pacientes com AIDS facilmente
desenvolve resisténcia in vitro ao fluconazol. Este fenbmeno esta geralmente

associado ao aumento da expressdo do gene MDR1 que codifica proteinas da



28

bomba de efluxo (MORAN et al, 1998; WIRSCHING et al, 2001; GUTIERREZ et al,
2002).

Candida krusei é intrinsecamente resistente ao fluconazol. Um mecanismo
estabelecido para tal ocorréncia € o efluxo da droga por transportadores da familia
ABC-ATPase; como estes transportadores reconhecem estruturalmente diversos
farmacos, sua superexpressdo pode resultar em resisténcia a multifarmacos
(KATIYAR & EDLIND, 2001). Para a espécie C. glabrata, os principais mecanismos
de resisténcia aos azois incluem alteracdes no gene ERG11 e superexpressao dos
genes CDR1 e CDR2. Dados de CIM para todos os isolados resistentes ao
fluconazol revelaram extensa resisténcia cruzada com outros azois testados, como
itraconazol, cetoconazol e voriconazol (VERMITSKY & EDLIND, 2004
SANGUINETTI et al, 2005).

3.6 Resisténcia cruzada

A resisténcia cruzada entre os azois tem sido comumente observada
(LOEFFLER & STEVENS, 2003). Além desta, pode também haver resisténcia
cruzada entre azois e poliénicos. Acredita-se que a superexpressao de genes CDR
torna uma célula resistente a diferentes azois, enquanto que a superexpressao de
MDR1 parece ser especifica para a resisténcia ao fluconazol, ndo estando associada
a resisténcia cruzada. R467K € um ponto de mutacdo no gene ERG11 que esta
associado com resisténcia; parece causar resisténcia cruzada a outros azois, no
entanto, ainda néo esta claro se pontos de mutagcdo especificos em ERG11 sempre
estardo associados com resisténcia cruzada. Atualmente ainda h& analises
insuficientes para determinar se as alteragbes em outras enzimas que fazem parte
da biossintese do ergosterol resultam em resisténcia cruzada (WHITE et al, 1998).

Recentes estudos revelam que resisténcia cruzada entre fluconazol e
ravuconazol é observada principalmente em C. glabrata resistente ao fluconazol, e
variavel entre outras espécies de Candida (PFALLER et al, 2004). Segundo Borst et
al (2005), cinco isolados de C. glabrata suscetiveis aos azéis, obtidos antes de 1975,
transformaram-se em resistentes ao fluconazol, itraconazol e voriconazol no periodo

de dias de exposicao ao fluconazol in vitro. Esta resisténcia cruzada foi estavel por
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quatro meses apos remocdo de fluconazol e foi associada com aumento da

expressao dos genes CDR1 e CDR2.

3.7Técnicas de avaliacdo da resisténcia

Para a avaliacdo da suscetibilidade de fungos leveduriformes frente a
determinado agente antifungico, séo utilizadas técnicas que fornegam resultados de
concentracgédo inibitéria minima (CIM). Atualmente, a metodologia mais usada baseia-
se na micro ou macrodiluicio em caldo, padronizada no documento M27-A2 do
National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (NCCLS, 2002).
Recentemente, métodos para padronizar testes de suscetibilidade in vitro para
Candida spp tém sido desenvolvidos. Os mesmos correlacionam-se com resultados
obtidos de pacientes com AIDS e candidiase orofaringea. Isolados com CIM
<8ug/mL ao fluconazol sdo considerados suscetiveis a este agente; com CIM entre
16 e 32ug/mL, sdo ditos suscetiveis dose-dependente, ou seja, possuem CIM
intermediaria, sendo considerados de suscetibilidade reduzida, porque as infec¢gbes
causadas por esses isolados podem responder a altas doses de fluconazol; e, por
fim, cepas com CIM = 64ug/Ml séo consideradas resistentes ao fluconazol (REX et
al, 1997). Outras técnicas que também podem ser utilizadas como método para
determinacdo de CIMs para leveduras sdo o EUCAST (European Committee on
Antibiotic Susceptibility Testing), fundamentado na diluicdo em caldo (EUCAST,
2002), e o Etest, o qual se baseia na difusdo em agar de um agente antimicrobiano
presente numa fita plastica (ESPINEL-INGROFF, 1994; COLOMBO et al, 1995;
ESPINEL-INGROFF & PFALLER, 2003); além destes, varios outros sistemas estao

disponiveis comercialmente ou em acelerado desenvolvimento.
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3.80leos essenciais

Oleos essenciais, conforme a 1SO 9235:1997 (International Standard
Organization), sdo produtos obtidos de partes de plantas através de destilagdo por
arraste com vapor d'agua, bem como os produtos obtidos pelo processamento
mecanico dos pericarpos de frutos citricos (Rutaceae). De forma geral, sdo misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, normalmente odoriferas e liquidas
(ISO 9235, 1997; SIMOES et al, 1999).

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

A composicdo de 0leos essenciais extraidos de plantas da mesma espécie
pode variar significativamente. Entre as causas deste fenbmeno destacam-se: a
existéncia de quimiotipos (vegetais idénticos botanicamente, mas que diferem
guanto a algumas caracteristicas quimicas), o ciclo vegetativo da planta, o horario da
coleta do material vegetal e o processo empregado na obtencdo do 6leo essencial
(SIMOES et al, 1999).

3.9Plantas com atividade antimicrobiana

Alguns extratos de plantas e seus metabdlitos secundéarios possuem efeitos
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inibitérios e letais dose-dependente sobre diferentes microrganismos (SMITH-
PALMER et al, 1998). Desde a antiguidade, sabe-se que muitos 6leos volateis
evidenciam propriedades antifungicas e, desta forma, sdo potencialmente aplicaveis
como agentes antimicéticos (DEANS et al, 1989). A maioria destas substancias
possui atividade contra fungos e bactérias devido a presengca de monoterpenos.
Neste contexto, Tampieri et al (2005) determinaram a atividade in vitro de dezesseis
Oleos essenciais e seus constituintes majoritarios frente a diferentes microrganismos,
incluindo isolados de Candida albicans. Entre outros Oleos essenciais, os de
Origanum vulgare (orégano), Ocimum basilicum (manjericdo), Thymus vulgaris
(tomilho) e Rosmarinus officinalis (alecrim) apresentaram acéo fungistatica contra C.
albicans, apds 48 horas de incubacdo, com CIMs de 500ppm para os dois primeiros,
1000ppm e 5000ppm para os dois ultimos, respectivamente. Os constituintes
majoritarios identificados nesses Oleos foram: carvacrol (55,08%), p-cimeno
(15,14%) e y-terpineno (4,75%) para o orégano; estragol (74,5%) e linalol (20,3%)
para 0 manjericao; 1,8-cineol (26,7%), a-pineno (25,8%), canfora (8,54%), canfeno
(8,20%) e limoneno (4,25%) para o alecrim; carvacrol (41,33%), p-cimeno (17,53%),
y-terpineno (9,92%), cariofileno (5,81%) e timol (5,34%) para o tomilho. Com relagao
aos componentes isolados, carvacrol foi 0 composto mais ativo entre os fendlicos; e,
entre os aldeidos, o de maior atividade foi o trans-cinamaldeido. Dentre outras
conclusdes, observou-se que 0s 6leos essenciais que possuem carvacrol, tais como
os de orégano e de tomilho, sédo ativos contra C. albicans.

Chami et al (2004) estudaram in vivo e in vitro a acao terapéutica do carvacrol
e do eugenol frente a infecgdo oral por C. albicans em ratos imunodeprimidos. In
vitro, 0s autores comprovaram a intensa atividade antifingica do carvacrol e do
eugenol que evidenciaram CIMs de 6,5mM e 12mM, respectivamente, concluindo
que o carvacrol é mais eficaz do que o eugenol. No teste in vivo, utilizaram dosagens
duas vezes maiores que os valores de CIMs encontrados nos experimentos in vitro,
obtendo-se desta forma, resposta clinica satisfatoria .

Burt et al (2003) observaram que os 0leos essenciais de orégano e tomilho
possuem significativa atividade bacteriostatica e bactericida contra E. coli O157:H7,
importante patégeno com atividade entero-hemorragica ao homem. Da mesma
forma, diversos estudos tém evidenciado que os Oleos essenciais de orégano,
tomilho e cravo demonstram forte atividade frente a isolados de E. coli (SMITH-
PALMER et al, 1998; HAMMER et al, 1999; DORMAN & DEANS, 2000). Em geral,
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as analises quimicas desses 06leos tém apontado como constituintes majoritarios o
carvacrol, o timol, o citral, o eugenol, entre outros (SALZER, 1977; LATTAOUI &
TANTAOUI-ELARAKI, 1994; DEMETZOS & PERDETZOGLOU, 2001). Entretanto, a
composicdo dos 6leos essenciais de cada espécie em particular pode variar em
virtude da época da colheita da planta, das condi¢cfes climaticas e de diferencas
geograficas (SIMOES et al, 1999;: COSENTINO et al, 1999); em conseqiiéncia disso,
pode haver alteracdes nas propriedades antimicrobianas do oleo.

Nostro et al (2004) realizaram um estudo sobre a atividade do Oleo essencial
de orégano e seus componentes principais, carvacrol e timol, frente a
Staphylococcus spp resistentes e sensiveis a meticilina. Segundo os autores, todos
os isolados de S. aureus e S. epidermidis foram suscetiveis ao 6leo de orégano, ao
carvacrol e ao timol, ndo sendo evidenciadas diferencas estatisticas significativas
entre a suscetibilidade das cepas resistentes e sensiveis a meticilina.

Santurio et al (2007) pesquisaram a a¢do antimicrobiana dos 6leos essenciais
de orégano, tomilho e canela frente a sessenta amostras de Salmonella enterica
distribuidas entre 20 sorovares isoladas de carcacas de aves. A concentracao
inibitéria. minima  (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) foram
determinadas para cada isolado utilizando-se a técnica de microdiluicdo em caldo. O
Oleo essencial de orégano evidenciou forte atividade antibacteriana (CIM média =
510 pg/ml e CBM média= 661ug/ml), seguido do tomilho (CIM média= 961 pg/ml e
CBM meédia= 1074 ug/ml) com atividade moderada; por outro lado, a menor acéo foi
observada com o 6leo essencial de canela (CIM média= 1335 pug/ml e CBM média=
1979ug/ml).

Sartoratto et al (2004) pesquisaram a composicdo e a atividade
antimicrobiana de O6leos essenciais derivados de plantas odoriferas utilizadas no
Brasil. Os Oleos essenciais de orégano e tomilho demonstraram forte atividade
contra Enterococcus faecium, e moderada atividade contra Salmonella choleraesuis,
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. Da mesma forma, o 6leo de manjericéo
evidenciou inibicdo moderada frente a S. aureus. Observaram-se, também, CIMs de
2mg/mL frente a C. albicans para os 6leos de orégano e tomilho; entretanto o 6leo
essencial de manjericdio ndo demonstrou atividade contra esta levedura nas
concentracdes testadas (CIM >2mg/mL). Os constituintes majoritarios identificados

nos oleos essenciais foram: timol (38,0%), terpin-4-ol (33%), a-terpineol (4,25%) e y-
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terpineno (1,99%) para o orégano; timol (79,15%) e p-cimeno (3,27%) para o
tomilho; linalol (32,6%), eugenol (28,1%) e canfora (10,1%) para o manjericao. Neste
estudo, os autores classificaram as atividades antimicrobianas como forte quando os
valores de CIM encontraram-se entre 0,05 e 0,50 mg/mL, moderada atividade com
CIM entre 0,6 e 1,50 mg/mL e fraca atividade com CIM acima de 1.50 mg/mL.

A acdao inibitoria dos Oleos essenciais de doze plantas medicinais foi avaliada
frente a Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ochraceus e Fusarium moniliforme.
Entre outros, os 6leos de tomilho, canela e manjericao inibiram completamente todos
os fungos testados nas CIMs < 500 ppm para os dois primeiros e 3000 ppm para o
altimo (SOLIMAN & BADEAA, 2002).

No Brasil, Duarte et al (2005) avaliaram a atividade antifingica de O6leos
essenciais e extratos etandlicos de trinta e cinco plantas medicinais comumente
usadas, frente a C. albicans. Os Oleos de treze plantas demonstraram atividade
contra a levedura, porém o0s extratos etandlicos ndo foram efetivos nas
concentracbes analisadas. Evidenciaram-se as seguintes CIMs para os Oleos
essenciais contra C. albicans: >2,0mg/mL para o manjericao e orégano, e 2,0mg/mL
para o tomilho. As analises quimicas destes 0leos nédo foram citadas pelos autores.

Giordani et al (2004) investigaram as propriedades antifingicas de alguns
Oleos essenciais incluindo os de Origanum vulgare L., Rosmarinus officinalis L. e
seis quimiotipos de Thymus vulgaris L. frente a C. albicans. O 6leo de orégano
apresentou CIM 80% de 0,421uL/mL, enquanto que o de alecrim evidenciou
5,609uL/mL. As analises por CG-EM demonstraram como constituintes majoritarios:
carvacrol (81,94%) e timol (9,04%) para o orégano; a-pineno (26,19%), 1,8-cineol
(24,36%), canfora (18,85%) e canfeno (10,53%) para o alecrim. Entre os diferentes
Oleos de tomilho analisados, 0 que apresentou menor acdo foi 0 quimiotipo com
29,84% de 4-tujanol e 21,8% de terpineno-4-ol, o qual evidenciou CIM de
5,915uL/mL; por outro lado, o mais eficiente foi o quimiotipo timol (63,22% de timol e
19,20% de p-cimeno), que demonstrou CIM 80% de 0,016uL/mL. A presenca deste
0leo nas concentracbes entre 0,01 e 0,3 pg/mL, juntamente com anfotericina B,
gerou efeito sinérgico, diminuindo os valores de CIM 80% desta droga. Por outro
lado, a combinagdo de anfotericina B com o 6leo essencial em concentragdes
menores (0,00031-0,0025ug/mL) demonstrou antagonismo. Estes resultados
indicam que, em determinada concentracéo, o Oleo essencial de tomilho com alto

conteudo de timol potencializa a agéo antifingica da anfotericina B.
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Arfa et al (2006) investigaram a relacdo entre a estrutura quimica e a
atividade antimicrobiana do carvacrol, eugenol, mentol e dois compostos sintéticos
derivados do carvacrol: seu éter metilico e acetato de carvacril. Os microrganismos
avaliados incluiram as bactérias E. coli, Pseudomonas fluorescens, S. aureus,
Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis, a levedura Saccharomyces cerevisiae e 0
fungo Botrytis cinerea. Eugenol e mentol exibiram menor atividade antimicrobiana do
que carvacrol, que € o composto mais hidrofébico. O acetato de carvacril e o éter
metilico do carvacrol ndo foram eficientes, indicando que a presenca de grupo
hidroxila livre € essencial para atividade antimicrobiana. Neste contexto, os autores
sugerem que as diferentes faixas de agédo antimicrobiana dos compostos odoriferos
indicam que a hidrofobicidade, além da presenca de um grupo hidroxila livre que
permita a movimentacdo de prétons, sdo importantes fatores que contribuem para
uma potente atividade antimicrobiana.

Lambert et al (2001) avaliaram a CIM do 6leo essencial de orégano, do timol e
do carvacrol contra P. aeruginosa e S. aureus. Foram testadas as substancias
isoladamente e em mistura. ApGs as analises, conclui-se que a mistura de carvacrol
com timol teve efeito aditivo, sugerindo-se que a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de orégano pode ser atribuida a estes dois compostos. Em concluséo,
observou-se que a mistura de carvacrol e timol é mais efetiva do que o Oleo
essencial de orégano.

Os oOleos essenciais de Ocimum basilicum L., Origanum vulgare L., e Thymus
vulgaris L. foram analisados por CG-EM e testados quanto as suas propriedades
antioxidante e antimicrobiana. Os principais componentes quimicos identificados nos
Oleos essenciais foram: metil-chavicol (45.8%) e linalol (24.2%) no 6leo de O.
basilicum; carvacrol (61.3%) e timol (13.9%) no O. vulgare; timol (47,9%), y-terpineno
(8.3%) e carvacrol (5,9%) no 6leo de T. vulgaris. O 6leo essencial de orégano
expressou atividade antimicrobiana mais efetiva, mesmo frente a espécies
multiresistentes como P. aeruginosa e E. coli. Da mesma forma, o 6leo de orégano
evidenciou melhor acéo antifungica, seguido pelo tomilho e pelo manjericéo, frente a
C. albicans, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton tonsurans, Trichophyton
rubrum, Epidermophyton floccosum e Microsporum canis (BOZIN et al, 2006).

Estudando as suscetibilidades de diferentes espécies de Candida, Vazquez et
al (2000) avaliaram a acdo do Oleo de Melaleuca alternifolia (arvore do cha). A
espécie mais suscetivel foi C. albicans, seguida por C. lusitaniae e C. guilliermondii,
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C. krusei e C. tropicalis, sendo C. glabrata a espécie menos suscetivel ao 6leo de M.
alternifolia. Além disso, observou-se atividade deste Oleo frente a cepas de C.
albicans e C. glabrata resistentes ao fluconazol, sendo evidenciadas concentracdes

efetivas iguais tanto para as cepas resistentes quanto para as sensiveis.

3.10 Mecanismos de a¢ao antimicrobiana dos 6leos es  senciais

As propriedades antimicrobianas dos Oleos essenciais estdo descritas em
diversos estudos; por outro lado, os mecanismos de acao destes compostos e seus
constituintes ndo estdo totalmente estabelecidos. Sugere-se que a maioria dos
Oleos essenciais exer¢a sua atividade antimicrobiana através de modificagfes na
estrutura da parede celular do microrganismo. Mais especificamente, alteram a
permeabilidade da membrana citoplasmatica pela modificacdo no gradiente de ions
de hidrogénio (H") e potassio (K'). Esta alteracdo conduz a deterioracdo de
processos essenciais a sobrevivéncia da célula tais como o transporte de elétrons,
o transporte de proteinas, passos da fosforilacdo e outras reacdes dependentes de
enzimas. Desta forma, ocorre perda do controle quimiosmaético da célula e a
consequente morte do microrganismo (DORMAN & DEANS, 2000). Sugere-se
também que o rompimento da parede celular bacteriana deva-se ao carater
lipofilico dos Gleos essenciais que se acumulam nas membranas (COWAN, 1999).
Em estudo realizado por Lambert et al (2001), demonstrou-se que, em geral, os
monoterpenos agem na membrana celular, fato este comprovado pela observacéo
de que o 6leo essencial de orégano, assim como seus constituintes, timol e
carvacrol, acumularam-se na membrana celular de P. aeruginosa e S. aureus
resultando no aumento da permeabilidade em 90% das células destes
microrganismos. A acao antimicrobiana dos 0leos essenciais pode ser também
devida a inativacdo de algumas enzimas, incluindo as envolvidas na producdo de
energia e sintese dos componentes estruturais.

Andrews et al (1980) estudaram os efeitos toxicos de a-pineno e alguns
outros terpenos em cepas de Bacillus e de Saccharomyces cerevisiae, evidenciando

que a-pineno, limoneno, canfeno e acetato de isobornila inibiram tais
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microrganismos. Efeitos similares foram observados para o B-pineno em células
leveduriformes (URIBE et al, 1985).

Diversas investigacbes tém sido realizadas com o intuito de elucidar o
mecanismo de acdo dos oleos frente a bactérias Gram-negativas (WEIS et al, 1985;
SIKKEMA et al, 1994; SIKKEMA et al, 1995; HELANDER et al, 1998) e Gram-
positivas (ULTEE et al, 1999). As bactérias Gram-negativas possuem uma
membrana externa rica em lipopolissacarideos, responsaveis pelo carater hidrofilico
da superficie, que funciona como uma barreira a permeabilidade das substancias
hidrofdbicas tais como os constituintes de muitos 6leos essenciais. Isto pode explicar
a reduzida suscetibilidade das bactérias Gram-negativas ao efeito antibacteriano de
alguns oleos essenciais (COWAN, 1999; DORMAN & DEANS, 2000; CHAO et al,
2000). Por outro lado, as bactérias com parede celular hidrofébica tém maior
afinidade por compostos hidrofébicos do que aquelas com parede celular mais
hidrofilica (VAN LOOSDRECHT et al, 1990; JARLIER & NIKAIDO, 1994). Isto sugere
gue modificacbes na parede celular (hidrofébica para hidrofilica) podem acarretar
protecdo ao microrganismo contra compostos lipofilicos. Neste sentido, Park et al
(1988) demonstraram que S. cerevisiae adaptou-se a presenca de solventes toxicos
(tributilfosfato e 2-terc-butilfenol) por diminuicdo da hidrofobicidade da sua parede
celular.

Pinto et al (2006) avaliaram a composicdo, a atividade antifungica e
mecanismo de acdo do O6leo essencial de Thymus pulegioides sobre Candida,
Aspergillus e dermatofitos. As analises quimicas do 6leo, obtidas por CG e CG-EM,
demonstraram alto conteudo de carvacrol e timol. Através de estudos de citometria
de fluxo e analise do ergosterol na membrana fangica, evidenciou-se que os danos
na membrana citoplasmatica eram os principais mecanismos de acdo antifingica,
além de uma consideravel reducdo do contetudo de ergosterol. O ergosterol é a
molécula lipidica predominante nas células leveduriformes com funcdo de regular a
fluidez e a permeabilidade da membrana, bem como a atividade de muitas enzimas.
Desta forma, as atividades funcionais do ergosterol desempenham funcéo
importante no crescimento celular, e sua reducdo pode acarretar prejuizos a célula
(PARVEEN et al, 2004).

Pina-Vaz et al (2004) determinaram a atividade antifingica dos Oleos
essenciais de tomilho (Thymus vulgaris, T. zygis e T. mastichina). O principal

mecanismo de acdo antifungica observado foi lesdo na membrana celular. Da
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mesma forma, Salgueiro et al (2003b) estudaram a composicdo e atividade
antifingica dos 0Oleos essenciais de Origanum virens frente a espécies de Candida.
O oleo essencial caracterizou-se pelo alto conteudo de carvacrol (68.1 %) e seus
precursores biogenéticos, y-terpineno (9.9 %) e p-cimeno (4.5 %). Deste estudo,
entre outras conclusdes, observou-se que o efeito fungicida € principalmente devido
a extensa lesdo na membrana celular. De forma semelhante, Chami et al (2004)
avaliaram o mecanismo de acdo fungicida do timol e do eugenol, compostos
fendlicos majoritarios nos 6leos essenciais de tomilho e cravo, respectivamente,
sobre S. cerevisiae. Em resumo, observaram que a atividade antifingica destas
substancias envolve alteracdes tanto na membrana quanto na parede celular da
levedura.

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia exibe amplo espectro de atividade
antimicrobiana. Seu modo de acdo contra as bactérias E. coli e S. aureus, e contra
C. albicans foi investigado por Cox et al (2000). Desta pesquisa, concluiram que a
exposicdo destes microrganismos ao 0leo inibiu a respiragdo celular e aumentou a
permeabilidade das membranas citoplasmaticas bacterianas e fungicas. No caso da
E. coli e do S. aureus, o 6leo também causou alteragbes no gradiente de ions
potassio. Por fim, a habilidade desse 6leo em romper as barreiras estruturais da
membrana celular, acompanhada da perda do controle quimiosmoético, é a mais
conhecida forma de sua acédo letal e inibitéria. Da mesma forma, Hammer et al
(2004) investigaram o mecanismo de acdo do 6leo de Melaleuca alternifolia e seus
componentes majoritarios contra C. albicans, C. glabrata e Saccharomyces
cerevisiae. Durante o estudo, alteracdes na permeabilidade e fluidez da membrana

citoplasmatica foram também observadas.

3.10.1 Toxicidade dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais frequentemente apresentam toxicidade elevada podendo
causar intoxicagfes aguda e cronica. A toxicidade decorrente do uso topico pode
manifestar-se como fototoxicidade e alergias, sendo, geralmente, dose-dependente;
entretanto, existem situacdes nas quais baixas doses podem provocar reacdes

severas. Contudo, a maior parte dos dados relativos a toxicidade dos oOleos diz
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respeito & administracéo oral (SIMOES et al, 1999).

Chami et al (2004), ao avaliarem as atividades do carvacrol e eugenol frente a
candidiase oral em ratos imunodeprimidos, ndo observaram toxicidade aguda nas
doses utilizadas (160 e 380ug/kg), categorizando essas substancias como agentes

promissores para tratamento de candidiase oral.

3.11 Condimentos e seus 6leos essenciais

De acordo com a Resolucdo CNNPA, n° 12, de 1978, 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).

3.11.1 Cinnamomum zeylanicum (Canela)

O 6leo essencial de canela, bem como a canela em po, sdo empregados na
preparacdo de alguns medicamentos na area farmacéutica. Esta planta apresenta
propriedades estomaquica, carminativa e emenagoga (SOUZA et al, 1991). Seu 6leo
essencial é rico em cinamaldeido, acompanhado do &cido cindmico, eugenol e linalol
(LORENZI & MATOS, 2002).

Quale et al (1996) pesquisaram a atividade in vitro do 6leo de canela frente a
isolados de Candida spp sensiveis e resistentes ao fluconazol. Foram encontradas
CIMs entre 0,0bmg/mL e 30mg/mL para o Oleo da casca da canela; e 25 a
100mg/mL para doces e gomas derivados da canela. No mesmo estudo, cinco
pacientes com HIV e candidiase oral receberam uma preparacdo de canela,
disponivel comercialmente, durante uma semana. Apés o tratamento, trés dos cinco
pacientes evidenciaram reducdo no quadro de candidiase, 0 que sugere novos
estudos objetivados a determinar o uso da canela na candidiase orofaringea.

O aldeido cinamico tem sido identificado como constituinte antifingico do Oleo

essencial da casca da canela. Neste contexto, Singh et al (1995) investigaram as
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propriedades dos vapores do 6leo essencial de canela e de seus constituintes ativos
frente a fungos envolvidos em micoses do trato respiratorio, tais como Aspergillus
niger, A. fumigatus, A. nidulans A. flavus, Candida albicans, C. tropicalis, C.
pseudotropicalis e Histoplasma capsulatum. CIM e CFM foram determinadas in vitro,
concluindo-se que os vapores do O6leo essencial da casca de canela podem

representar uma forma de tratamento de micoses do trato respiratorio.

3.11.2 Lippia graveolens (orégano mexicano)

Lippia graveolens, popularmente denominada orégano mexicano, € um
vegetal utilizado como condimento, e esta documentado unicamente na
Farmacopéia Mexicana. Estudos antibacterianos demonstraram que a tintura de L.
graveolens é ativa contra E. coli, P. aeruginosa, S. typhi, S. flexneri, S. aureus, S.
pneumoniae e S. pyogenes. Da mesma forma, ensaios de atividade antifingica
evidenciaram que seus extratos diclorometanico e etandlico sdo ativos contra C.
albicans, Aspergillus flavus, Epidermophyton floccosum, Microsporum gypseum e
Trichophyton rubrum, e s#o inativos contra Cryptococcus neoformans (CACERES,
1999). A composicdo e a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais de Lippia
graveolens coletada na Guatemala foram estudadas e caracterizadas pelo alto
conteldo de monoterpendides (70,0 a 87,2%). Importantes diferencas entre os
constituintes majoritarios foram encontradas, particularmente para o carvacrol (0,2 a
44,8%), timol (7,4 a 18,1%) e p-cimeno (6,8 a 21,8%). Todos o0s 6leos demonstraram
significante atividade contra as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas,
bem como contra os fungos. Entretanto, os 6leos com conteddo maior de carvacrol
do que de timol demonstraram atividade antimicrobiana superior, com CIMs na faixa
entre 0,25 e 0.83 pL/mL para bactérias, e de 0,12 a 0,27uL/mL para fungos
(SALGUEIRO et al, 2003a).

Vazquez e Dunford (2005) analisaram amostras de Oleos essenciais de
orégano mexicano, evidenciando na sua composic¢ao timol, carvacrol e p-cimeno, e
em menores quantidades, 1,8-Cineol e y-terpineno. Da mesma forma, Vernin et al
(2001) investigaram a composi¢do dos 0Oleos essenciais de duas amostras de Lippia
graveolens através de CG e CG-EM. Quarenta e cinco compostos, constituindo 92-
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93% do oOleo, foram identificados, sendo que os dois constituintes majoritarios em
ambas as amostras foram carvacrol (71% e 34,6%) e timol (5 e 7%).

3.11.3 Ocimum basilicum (Manjericéao)

O manjericao € uma erva odorifera tradicionalmente empregada na culinaria e
na medicina popular. Possui acdo antiespasmaédica, antitérmica e digestiva, além de
ser efetivo contra algumas infec¢des bacterianas e parasitarias. Seu 6leo essencial €
composto geralmente por timol, metil-chavicol, linalol, eugenol e cineol (LORENZI &
MATOS, 2002). O mesmo é ativo contra bactérias como E. coli, P. aeruginosa, S.
typhi, S. aureus, e alguns fungos, incluindo: C. albicans, A. flavus, C. neoformans, H.
capsulatum, M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes, T. rubrum (CACERES,
1999).

O odleo essencial de manjericdo, obtido das partes aéreas de Ocimum
basilicum L., foi analisado por CG, evidenciando os seguintes componentes: linalol
(54,95%), metil-chavicol (11,98%), metil-cinamato (7,24%) e linoleno (0,14%). A
atividade antimicrobiana desse 6leo contra isolados clinicos dos géneros
Staphylococcus, Enterococcus e Pseudomonas foi estudada, demonstrando CIMs
entre 0,003% e 0,0007% (v/v), o que indica potente efeito inibitdrio do 6leo essencial
de manjericdo frente as bactérias testadas (OPALCHENOVA & OBRESHKOVA,
2003).

3.11.4 Origanum vulgare (Orégano)

O orégano atua como ténico geral, digestivo, espasmolitico, carminativo,
expectorante, anti-séptico das vias respiratorias e emenagogo; topicamente é
analgésico, cicatrizante, anti-séptico e antifungico. Seu 6leo essencial é rico em
carvacrol, timol e terpineol (CACERES, 1999). Ha evidéncias de que 6leos
essenciais do género Origanum apresentem atividade contra bactérias Gram-

negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
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Yersinia enterocolitica e Enterobacter cloacae; e contra Gram-positivas como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes e
Bacillus subtilis (ELGAYYAR et al, 2001; ALIGIANNIS et al, 2001). Da mesma forma,
apresentam acao antifingica contra C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, Aspergillus
niger, Geotrichum e Rhodotorula (SIVROPOULOU et al, 1996). Entre os
componentes isolados, os compostos fendlicos carvacrol e timol possuem o0s niveis
mais altos de atividade contra bactérias Gram-negativas, exceto para P. aeruginosa,
sendo o timol mais efetivo (SIVROPOULOU et al, 1996; ELGAYYAR et al, 2001).
Outros compostos, como y-terpineno e p-cimeno, normalmente ndo evidenciam
atividade contra bactérias e fungos (SIVROPOULOU et al, 1996; ALIGIANNIS et al,
2001).

Manohar et al (2001) avaliaram a atividade antifungica do 6leo essencial de
orégano demonstrando que este possui efeito fungicida contra C. albicans, além de
inibir a formacao de tubo germinativo desta levedura. Neste estudo, as propriedades
antifingicas do oleo de orégano foram examinadas in vitro e in vivo frente a C.
albicans. A metodologia usada in vitro foi a microdiluichio em caldo, onde se
observou inibicdo completa do crescimento da levedura a 0,25 mg/ml. Inibicbes de
75% e maior que 50% do crescimento foram observadas a 0,125 mg/ml e a
0,0625 mg/ml, respectivamente. A eficacia terapéutica do Oleo de orégano foi
avaliada in vivo usando camundongos como animais modelo. Um grupo de animais
infectados com C. albicans foi tratado com éleo de orégano sob administracao oral
diaria de 8,6 mg do oleo diluido em 100 pl de 6leo de oliva por quilograma de peso
corporal durante 30 dias; como resultado, 80% dos animais sobreviveram, dado
oposto ao observado no grupo de animais tratados apenas com 6leo de oliva, os
quais evoluiram ao 6bito em 10 dias. Resultados similares foram obtidos utilizando
carvacrol.

Oleos essenciais de Origanum vulgare foram analisados por CG e CG/EM,
evidenciando hidrocarbonetos mono e sesquiterpénicos como 0S compostos
dominantes, totalizando cerca de 49,8-76,8% do 6leo essencial nas inflorescéncias
e 41,9-71,4% nas folhas. O conteudo de fendis (timol e carvacrol) demonstrou-se
baixo, em torno de 5%. Os 6leos essenciais foram avaliados frente a determinados
fungos, demonstrando atividade antifingica potente contra Fusarium avenaceum,
Paecilomyces variotii, Rhizopus stolonifer e Scopulariopsis brevicaulis. Os
microrganismos mais resistentes aos Oleos testados foram: Candida glabrata,
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Saccharomyces cerevisiae, Geotrichum candidum, Aureobasidium pullulans,
Acremonium furcatum. Por fim, concluiu-se que os 06leos essenciais diferiram
altamente tanto na sua composicdo quanto na atividade antimicrobiana
(RADUDIENE et al, 2005).

Os oOleos essenciais obtidos de partes aéreas de Origanum scabrum e
Origanum microphyllum, ambas espécies freqientes na Grécia, foram analisados
por CG e CG-EM. Carvacrol, terpinen-4-ol, linalol, sabineno, a-terpineno e y-
terpineno foram 0s compostos majoritarios encontrados. Além disso, ambos os 6leos
exibiram interessante perfil antimicrobiano frente a determinadas bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas e frente a fungos patogénicos. A pesquisa dos valores
de CIM para fungos evidenciou: 1,27 mg/mL frente a C. albicans, 1,23 mg/mL frente
a C. tropicalis, e 0,65 mg/mL contra C. glabrata para o 6leo essencial de O. scabrum;
3,23 mg/mL frente a C. albicans, 2,89 mg/mL frente a C. tropicalis, e 1,81 mg/mL
contra C. glabrata para o 6leo essencial de O. microphyllum; 1 mg/mL contra a C.
albicans e C. tropicalis, e 0,35 mg/mL frente a C. glabrata para o carvacrol; y-
terpineno e p-cimeno ndo demonstraram atividade frente as leveduras testadas
(ALIGIANNIS et al, 2001).

3.11.5 Rosmarinus officinalis (Alecrim)

O alecrim é utilizado popularmente no tratamento de amigdalites, anemias,
bronquite, cefaléia, colica, indigest&o, nausea, entre outros (CACERES, 1999).

Mangena & Muyima (1999) pesquisaram a acdo antimicrobiana de trés
plantas, incluindo o alecrim, através da técnica de difusdo em &gar. Dessa forma,
observaram que Acinetobacter Iwoffii, Shigella flexneri, Streptococcus pyogenes,
Enterobacter aerogenes, Acinetobacter calcoaceticus, B. subtilis, Erwinia carotovora,
S. aureus, Yersinia enterocolitica, Salmonella enteritidis e S. typhi apresentaram-se
suscetiveis ao 6leo essencial de alecrim, enquanto que Pseudomonas aeruginosa e
P. fluorescens ndo demonstraram sensibilidade ao mesmo. Em geral, as bactérias
Gram-positivas evidenciaram-se mais sensiveis ao 6leo do que as Gram-negativas.
Além disso, observou-se também acao frente a S. cerevisiae e a outras leveduras. A

composicdo quimica do Oleo de alecrim caracterizou-se principalmente por: 1,8-
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cineol (31,12%), canfora (30,12%), a-pineno (18,18%) e canfeno (6,08%).

Santoyo et al (2005) investigaram a composicdo quimica e a atividade
antimicrobiana de diferentes fracfes de Oleo essencial de alecrim. Atravées de analise
por CG-EM, foram identificados 33 compostos; os principais foram a-pineno, 1,8-
cineol, canfora, verbenona e borneol, constituindo cerca de 80% do total do 6leo.
Todas as fragdes evidenciaram atividade antifungica contra C. albicans e Aspergillus

niger.

3.11.6 Salvia officinalis (Salvia)

7

A salvia é empregada na forma de infusdo para tratar afecgbes
gastrointestinais, respiratorias, renais, hepaticas e nervosas. A esta planta atribui-se
propriedades antioxidante, anti-séptica, adstringente, carminativa, cicatrizante,
desinfetante, entre outras (CACERES, 1999). Seu o0leo essencial € rico em
terpendides como tujona, cineol, canfora, borneol, acido ursdlico (LORENZI &
MATOS, 2002).

A atividade antibacteriana de Oleos essenciais extraidos das plantas
medicinais Salvia officinalis, Ocimum gratissimum e Cymbopogon citratus foi
avaliada frente a patégenos isolados do trato urinario. S. officinalis mostrou
destacada atividade inibitéria quando comparada as outras duas espécies vegetais,
evidenciando 100% de eficiéncia sobre Klebsiella spp e Enterobacter spp, 96%
contra Escherichia coli, 83% contra Proteus mirabilis, e 75% frente a Morganella
morganii (PEREIRA et al, 2004).

Em pesquisa realizada por Velickovic et al (2003), o Oleo essencial de S.
officinalis apresentou 21,5% de cis-tujona, 16,2% de 1,8-cineol, 4,0% de canfora,
3,9% de a-pineno, 2,7% de trans-tujona, 2,0% de canfeno, 0,8% de limoneno e 0,4%
de linalol. Além da analise quimica, foi realizada uma triagem da atividade
antimicrobiana do 6leo essencial através da técnica de difusdo em agar. Como
resultado, o 0leo dessa planta mostrou-se ativo frente a E. coli, B. subtilis, S. aureus,
C. albicans, S. cerevisiae e A. niger, sendo os halos de inibicdo de crescimento
maiores para as bactérias do que para os fungos testados. O mesmo néo foi efetivo

contra S. enteritidis, P. aeruginosa e Sarcina lutea.
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3.11.7 Thymus vulgaris (Tomilho)

O oleo essencial de tomilho é amplamente empregado por suas acdes anti-
séptica, expectorante, antiespasmoddica, carminativa e flavorizante. Suas
propriedades estdo relacionadas com o elevado teor de timol e seu isdbmero de
posicdo carvacrol, que perfazem 40 a 50% do Oleo. Estes componentes apresentam
atividades antibacteriana e antifUngica superiores ao fenol e, ao mesmo tempo,
menor toxicidade do que este (SIMOES et al, 1999).

Os Oleos essenciais de Thymus (Thymus vulgaris, T. zygis sub-espécies zygis
e T. mastichina subespécies mastichina) foram investigados frente a espécies de
Candida. As propriedades antifingicas dos principais componentes (carvacrol, timol,
p-cimeno e 1,8-cineol) e possiveis interacdes entre eles também foram analisadas.
Como resultado da pesquisa, os Oleos de T. vulgaris e T. zygis mostraram atividade
antifingica similar, porém superior ao 6leo de T. mastichina. Os constituintes
majoritarios encontrados nos 6leos foram: 70,3% de carvacrol, 11,7% de p-cimeno e
0,6% de timol para o 6leo essencial de T. vulgaris; 39,6% de timol, 21,2% de p-
cimeno e 2,4% de carvacrol no Oleo de T. zygis; 67,4% de 1,8-cineol, 4,3% de linalol
e 4,0% de B-pineno para o 6leo essencial de T. mastichina. Dentre 0s compostos
estudados, carvacrol, timol e p-cimeno foram os mais ativos, correlacionando-se com
a forte atividade de T. vulgaris e T. zygis em comparacdo com T. mastichina, o qual
nao apresentou timol nem carvacrol na sua constituicdo (PINA-VAZ et al, 2004).

As propriedades antimicrobianas e a composi¢do quimica de 6leos essenciais
de Thymus e seus componentes majoritarios foram determinadas. Trés Oleos
essenciais obtidos de diferentes espécies de Thymus encontradas naturalmente na
Sardenha e uma amostra comercial do 6leo de Thymus capitatus foram analisadas.
Os componentes dos 6leos foram identificados por andlises de CG-EM, revelando
como constituintes majoritarios monoterpenos e compostos fendlicos, porém com
grandes variacbes entre os Oleos examinados. A atividade antimicrobiana foi
determinada contra diferentes microrganismos, incluindo C. albicans, através do
método da microdiluicio em caldo. Os O6leos essenciais de Thymus capitatus
comercial, T. capitatus e T. herba-barona ‘a’ evidenciaram CIM frente a C. albicans
de 450 pg/mL, enquanto T. herba-barona ‘b’, apresentou CIM de 225 pg/mL. Dentre

0S compostos isolados testados, a-pineno, p-cimeno, Yy-terpineno e linalol
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demonstraram CIM >900 pg/mL; o-terpineol apresentou CIM de 225 pg/mL,
enquanto timol e carvacrol evidenciaram CIM de 112,5 pg/mL. Este estudo
confirmou que a atividade antimicrobiana dos 6leos de tomilho é principalmente
devida ao alto conteudo de compostos fendlicos. De fato, T. herba-barona ‘amostra
b’, caracterizada por maior conteudo de fendis do que os outros Oleos analisados
(67,5%), demonstrou atividade antimicrobiana superior frente as cepas testadas. Em
adicdo, efeitos sinérgicos ou antagonistas entre alguns componentes podem
também afetar a atividade antimicrobiana exercida pelos O6leos essenciais
(COSENTINO et al, 1999).

A composicdo quimica e a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de
Thymus mastichina, T. camphoratus e T. lotocephalus de diferentes regides de
Portugal foram estudadas. As andlises quimicas foram efetuadas através de CG e
CG-EM, e a atividade antimicrobiana, realizada através da técnica de difusdo em
agar, frente a: C. albicans, E. coli, Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis,
Salmonella spp. e S. aureus. Os componentes majoritarios encontrados nos 0Oleos
essenciais, dependendo da espécie ou lugar onde a planta foi coletada, incluiram
linalol, 1,8-cineol e acetato de linalila. Em conclusdo, os Oleos essenciais isolados
das espécies de Thymus estudadas demonstraram atividade antimicrobiana, embora
as suscetibilidades tenham variado, significativamente, entre as diferentes espécies,
indicando que o espectro de acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais esta

intimamente relacionado aos seus constituintes (FALEIRO et al, 2002).

3.11.8 Zingiber sp. (Gengibre)

O gengibre possui diversas propriedades, entre elas estdo as atividades
antiinflamatdria, antiemética, antimutagénica, antiulcerogénica, hipoglicEémica,
antibacteriana, entre outras (YOSHIKAWA et al, 1994; UTPALENDU et al, 1999;
VISHWAKARMA et al, 2002). A analise fitoquimica de rizomas de gengibre
demonstrou a presenca de 1% a 2,5% de 6leo essencial, em cuja composicdo foram
encontrados citral, cineol, borneol e os sesquiterpenos zingibereno e bisaboleno que
sao responsaveis pelo sabor forte e picante do gengibre. O 6leo essencial responde

pelo aroma e acdo antimicrobiana, que s6 aparece no rizoma fresco (LORENZI &



46

MATOS, 2002). Popularmente, o gengibre vem sendo empregado por meio de
solucdes e sprays, na cavidade oral, devido a sua acao cicatrizante, antiinflamatoria
e antimicrobiana. E indicado, também, no tratamento de dores de cabeca, nausea e
outras desordens estomacais, de resfriados e algumas outras infeccdes virais como
a hepatite C, de osteoartrite, além de apresentar efeitos anticarcinogénicos
(GREGIO et al, 2006).

A avaliacao das propriedades antimicrobianas do extrato de Zingiber officinale
foi realizada frente a microrganismos comumente encontrados na cavidade oral, tais
como Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida
albicans. Obteve-se CIM de 5 mg/mL para os extratos glicolico e hidroalcodlico de
gengibre frente aos diferentes microrganismos analisados. Entretanto, o extrato
etandlico e o 6leo essencial de gengibre ndo apresentaram atividade antimicrobiana
efetiva segundo as condicbes experimentais empregadas, uma vez que O0S
componentes do gengibre sdo termoldbeis, podendo ter perdido os seus efeitos
antimicrobianos no momento da sua obtencéo (GREGIO et al, 2006). De acordo com
Chen et al (1985), os principios ativos antimicrobianos de diversas plantas
empregadas como temperos culindrios sdo termoldbeis. No caso especifico do
gengibre, os autores relataram reduzida atividade antimicrobiana apds seu
aquecimento. Da mesma forma, a discrepancia observada entre pesquisas
envolvendo a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre pode ser
explicada pelas variacbes de sazonalidade, de geografia e biodiversidade que
interferem nas propriedades farmacolégicas do rizoma (DOUSSOT et al, 2002;
TALLEY et al, 2002; TAVEIRA et al, 2003). Lopez et al (2005) analisaram a eficacia
de seis 6leos essenciais, incluindo o de gengibre frente a alguns microrganismos tais
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. A grande maioria
dos dleos essenciais avaliados demonstrou atividade antimicrobiana, porém o 6leo

de gengibre apresentou resultado pouco favoravel.
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3.12 Acgéo de Oleos essenciais sobre a formacgéo de tubo germinativo

Manohar et al (2001) pesquisaram a acéo do 6leo essencial de orégano e do
carvacrol sobre a formacao de tubo germinativo, bem como frente a subsequente
formacao de micélio por C. albicans. Para o 6leo de orégano, a CIM capaz de inibir a
formacéo de tubo germinativo foi de 0,062 mg/ml (24 h) e a CFM (48 h) foi o dobro
da CIM, 0,125 mg/ml. Carvacrol evidenciou CIM e CFM de 0,125 mg/mL. O oleo de
orégano e o carvacrol também inibiram a formacéo de micélio de C. albicans a 0,125
mg/ml (CIM) e 0,125 mg/ml (CFM), e a 0,125 mg/ml (CIM) e 0,25 mg/ml (CFM),
respectivamente.

A acdo antifangica do Oleo essencial de Lavandula angustifélia e seus
principais componentes, linalol e acetato de linalila, foi investigada contra cepas de
C. albicans isoladas de candidiase vaginal e orofaringea. O 6leo essencial, assim
cComo seus principais constituintes, inibiram a formacdo de tubo germinativo em
concentracfes menores que a CIM. Dessa forma, o 6leo pode ser efetivo contra o
dimorfismo de C. albicans e, consequentemente, reduzir a progressao fangica e
invasdo da infeccdo no tecido do hospedeiro (D'AURIA et al, 2005).

Pina-Vaz et al (2004) avaliaram a acédo dos Oleos essenciais de Thymus
vulgaris, T. zygis e T. mastichina, além dos seus constituintes majoritarios, timol,
carvacrol, 1,8-cineol e p-cimeno sobre a formacdo de tubo germinativo por C.
albicans. Como resultado, observaram que concentracées abaixo dos valores da
CIM inibiram significativamente a formagao de tubo germinativo.

Salgueiro et al (2003b) pesquisaram as propriedades antifingicas do Oleo
essencial de Origanum virens frente a Candida spp. O mesmo caracterizou-se pelo
alto conteudo de carvacrol (68,1 %) e seus precursores biogenéticos, y-terpineno
(9,9 %) e p-cimeno (4.5 %). Em conclusao, os valores de CIM e CFM foram similares
para a maioria das cepas testadas, na faixa de 0,16 a 0,32 uL/mL. Entretanto,
concentracbes menores do que os valores de CIM foram capazes de inibir a

formacéo de tubo germinativo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados no estudo foram isolados clinicos de
candidiases orofaringeas, pertencentes a micoteca do Laboratério de Pesquisas
Micoldgicas (LAPEMI), constituindo-se de 138 isolados. Estes foram distribuidos em
5 espécies, as quais foram agrupadas de acordo com a suscetibilidade ao
fluconazol. No Quadro 1, pode-se observar os microrganismos pesquisados, 0s
quais estdo designados por “S”, quando sensiveis ao fluconazol, e “R”, quando
resistentes; considera-se também, o fato de C. glabrata e C. krusei serem

classificadas como intrinsecamente resistentes ao fluconazol.

Quadro 1 — Distribuicdo das espécies de Candida de acordo com a suscetibilidade

ao fluconazol.

Microrganismos n (numero)

C. albicans (S) 30
C. albicans (R) 30
C. dubliniensis (S) 30
C. dubliniensis (R) 24
C. glabrata (R)

C. krusei (R)

C. tropicalis (S)

C. tropicalis (R) 8

Total 138
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As amostras de Candida dubliniensis resistentes ao fluconazol foram obtidas
in vitro, a partir de isolados sensiveis, pela técnica de inducdo de resisténcia
conforme Fekete-Forgacs et al (2000).

Embora previamente categorizadas como sensiveis ou resistentes, foram
realizados testes de suscetibilidade ao fluconazol para confirmar a sensibilidade ou
resisténcia para todos os isolados através da técnica de microdiluicdo em caldo, de
acordo com as normas de padronizacdo publicadas no documento M27-A2 do
NCCLS (2002).

Os critérios de definicAo de suscetibilidade ao fluconazol foram aqueles
sugeridos pelo NCCLS (2002): isolados sensiveis (CIM <8ug/mL); isolados
sensiveis-dose-dependente (CIM entre 16 e 32ug/mL); isolados resistentes (CIM
264ug/mL).

4.2 Oleos essenciais

No presente estudo, avaliou-se a atividade antifungica de 6leos essenciais
obtidos de condimentos conforme a descrigao no quadro abaixo.

Quadro 2 — Relacdo das espécies vegetais das quais foram obtidos os Oleos

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. Salvia
Thymus vulgaris L. Tomilho

Zingiber sp. Gengibre
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4.2.1 Obtencao dos 0Oleos essenciais

Os Oleos essenciais de salvia e manjericdo foram obtidos a partir de materiais
vegetais frescos e grosseiramente divididos, colhidos em marco de 2005 na area
experimental do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade
Federal de Santa Maria — UFSM (Santa Maria, RS, Brasil); o cultivo destas duas
plantas foi realizado com sementes certificadas. O 0leo essencial de gengibre foi
obtido a partir de material vegetal fresco adquirido no comércio local, em marco de
2005.

Para a extracdo dos Oleos essenciais, foi utilizada a técnica de
hidrodestilacao, utilizando um aparelho tipo Clevenger modificado, conforme técnica
descrita pela Farmacopéia Brasileira 42 ed. (2000).

Os Oleos 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 (ltupeva, SP,
Brasil).

4.2.2 Analise dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais

As analises qualitativa e semiquantitativa dos principais constituintes quimicos
dos Oleos essenciais foram realizadas através de duas técnicas: cromatografia
gasosa (CG), de onde se obteve os indices de retencdo (indices de Kovats) dos
compostos, e cromatografia gasosa acoplada em espectrometro de massas (CG-
EM), a qual forneceu os espectros de massas da maioria dos constituintes dos 6leos
essenciais. Os compostos presentes em concentracdo inferior a 0,5% nao foram
considerados para fins de identificagéo.

O indice de retencao (IR), que relaciona o tempo de retencdo dos compostos
ao tempo de retencdo de uma seérie de hidrocarbonetos homologos, permite uma

boa comparacdo com os valores encontrados na literatura. Para obtencéo do IR, foi
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empregada uma mistura de padrbes de alcanos C8-C16, a qual foi injetada sob as
mesmas condicdes de analises cromatograficas.

Para o calculo do IR, utilizou-se a seguinte equacao:

IR=100 | tg(A) - tg(N) +N
t'r (N+n) - t'r (N)

Onde: IR € o indice de retencdo; t'r (A) € o tempo de retencdo do composto
desconhecido; t'r (N) e t'r (N+n) s&o os tempos de retencdo dos hidrocarbonetos de
nameros de atomos de carbono (N) e (N+n) que sdo respectivamente, menor e
maior do que o tempo de retencdo da amostra; e N € o niumero de carbonos do
hidrocarboneto de tempo de retencéo inferior ao do composto a ser identificado.

A técnica de CG foi efetuada em Cromatografo Gasoso Varian CP-3800
equipado com detector de ionizacdo de chama (FID), injetor tipo splitless e coluna
capilar de silica fundida SE-54 de 25m de comprimento x 0,25mm de diametro
interno; a temperatura do injetor utilizada foi de 220°C, enquanto a aplicada ao
detector foi de 250°C; o gés de arraste foi o Hidrogénio (H), 7,0 psi; e a rampa de
temperatura iniciou em 50°C, atingindo a temperatura final de 250°C numa
velocidade de 4°C/min. A técnica de cromatografia gasosa, para obtencéo do IR das
principais substancias presentes nos oleos, foi realizada em colaboracdo com o
Professor Doutor Ademir F. Morel do Departamento de Quimica desta universidade.

Os espectros de massas dos compostos presentes nos 6leos essenciais
foram obtidos através de um Cromatégrafo Gasoso modelo Hewlett-Packard (HP)
6890 Series Plus+, equipado com injetor automatico split-splittess modelo HP 6890
Series GCAutoSampler Controller e detector seletivo de massas modelo HP 5973
MSD. Foi utilizada coluna de silica fundida HP-5 MS (30m de comprimento, 0.32mm
de diametro interno e espessura do filme de 0,25um) com 5% de fenil e 95% de
metilsiloxano. O gas de arraste usado foi o Hélio (He) com 99,999% de pureza. O
fluxo do gas He foi constante e de 2mL/min. A temperatura do injetor foi de 250°C. A
temperatura inicial de programacéo do forno foi de 60°C por 1 min, apds aquecendo
12°C/min até atingir 280°C, permanecendo nesta temperatura. A amostra (1uL) foi
injetada no modo split, com razao 20/1. Os parametros do espectrometro de massas
foram os seguintes: linha de transferéncia a 290°C, a energia de ionizagdo por

impacto de elétrons foi de 70 eV; a temperatura da fonte foi de 230°C, a temperatura
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do quadrupolo MS foi de 150°C, a voltagem do EM foi mantida 400V acima do
autotune e/ou Quiktune e foi utilizado para a saida do solvente o tempo de 6,00 min.
A técnica de CG-EM foi efetuada no Nucleo de Analises e Pesquisas Organicas
(NAPO) da Universidade Federal de Santa Maria.

Os espectros de massas e 0s IRs obtidos foram comparados aos descritos na
literatura (ADAMS, 2001).

4.3 Avaliacdo da atividade de dleos essenciais fren  te a Candida spp.

4.3.1 Técnica utilizada

Empregou-se a microdiluicdo em caldo, de acordo com o documento M27-A2
do NCCLS (2002), atualmente denominado CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute). A metodologia foi adaptada substituindo-se os antifingicos, descritos no
documento M27-A2, pelos 6leos essenciais. Os testes foram realizados em duplicata
em dias diferentes, utilizando placas de microtitulagdo com 96 pocos.

4.3.2 Diluicdo dos 6leos essenciais

Inicialmente, os Oleos essenciais foram solubilizados em metanol originando
uma solucéo estoque na concentracao de 640000ug/mL. A partir desta, realizou-se
uma diluicdo 1:100 em RPMI 1640, a fim de se eliminar qualquer possibilidade de
interferéncia do metanol na atividade antifungica.

Desta forma, a maior concentracdo obtida de Oleo essencial foi de
6400ug/mL, realizando-se, a partir desta, diluicbes seriadas a 1:2 também no meio
RPMI 1640, obtendo-se as seguintes concentracdes: 3200ug/mL, 1600pg/mL,
800pg/mL, 400ug/mL, 200ug/mL, 100pg/mL. Aliguotas de 100uL das sete
concentracbes diferentes de cada O6leo essencial foram dispensadas,

sequencialmente, nas placas de microtitulagdo, sendo que as concentracdes finais
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de cada Oleo essencial testado, apds a adigcdo do indculo, foram: 3200ug/mL,
1600ug/mL, 800ug/mL, 400ug/mL, 200ug/mL, 100pg/mL e 50ug/mL.

4.3.3 Preparacao dos indculos

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 35T durante 24/48 horas antes da reali zagdo dos ensaios. Apos esse
periodo, uma suspensao inicial dos microrganismos foi obtida em agua estéril
ajustando-se a turvacao em espectrofotometro a 90% de transmitancia (A= 530nm).
Esta turvacdo é equivalente ao tubo n°0,5 da escal a 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 &gua estéril, da suspensdao inicial, seguida por outra a 1:20 no
caldo RPMI 1640. Apds tais diluicdes, o inéculo 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, provocou uma diluigéo 1:2.

4.3.4 Inoculacéo nas placas de microtitulacao

Aliguotas de 100 pL do inéculo 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 concentracédo final desejada
de 6leo essencial e de indculo.

Cada série de testes incluiu um controle de crescimento positivo do inéculo no
meio RPMI 1640, sem agente antifingico, 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, auxilia no controle da turbidez para a

leitura das CIMs.
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4.3.5 Incubacéo

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35T durante 48 horas.

4.3.6 Leitura dos testes

Apés o periodo de incubacao, os controles de crescimento foram observados
e, a sequir, registrou-se a CIM (concentracao inibitéria minima) que corresponde a
menor concentracdo de 6leo essencial capaz de inibir o crescimento fangico.

Foram adotados dois procedimentos para leitura das CIMs:

1°) Inibicdo parcial (CIMp): corresponde a menor concentracao capaz de inibir
50% do crescimento fungico, quando comparado ao controle positivo.

2°) Inibicéao total (CIMy): corresponde a menor concentracdo capaz de inibir
completamente o crescimento fangico.

As Figuras 1 e 2 exemplificam as leituras realizadas nos testes de
microdiluicdo em caldo, utilizando-se os 0Oleos essenciais de orégano e alecrim,
respectivamente. Nas figuras, pode-se observar a presenca dos controles negativos
(coluna 8) e positivos (coluna 12). Em cada linha da placa de microtitulacdo, esta
presente um determinado isolado, assim como, cada coluna representa uma
concentracédo diferente, a qual decresce no sentido da esquerda para a direita.
Como exemplo, o 6leo de orégano (Figura 1) evidencia forte atividade antifingica
frente a Candida spp, a qual pode ser comprovada através da observagdo de
limpidez, ou seja, auséncia de crescimento fungico na maioria das concentracdes
testadas. Por outro lado, o 6leo essencial de alecrim (Figura 2) ndo demonstrou
atividade antifungica, fato que pode ser evidenciado pela auséncia de pocos livres

de crescimento fungico, ou seja, presenca de turvacédo em todos eles.
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Figura 1 — Visualizacdo da CIM do 6leo essencial de orégano frente Candida spp

através damicrodiluicdo em caldo.

Figura 2 — Visualizacdo da CIM do 6leo essencial de alecrim frente Candida spp

através da microdiluicdo em caldo.
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4.3.7 Concentracado fungicida minima (CFM)

Aliguotas dos pocos onde nao foi evidenciado crescimento fungico foram
repicadas em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose, sendo estas
incubadas a 35T durante 48h.

A menor concentracdo de Oleo essencial cujo subcultivo ndo gerou

crescimento no meio de cultura foi considerada como CFM.

4.4Inibicdo da emissdao de tubo germinativo como pr ova de atividade

antifingica

No presente estudo, foi utilizada técnica semelhante a descrita por Schaude
et al (1987), a qual utiliza um meio sintético denominado Meio Fase M para estimular
a filamentacdo em C. albicans e C. dubliniensis.

O objetivo desta prova foi constatar a capacidade dos 6leos essenciais de
inibir a filamentacdo de C. albicans e C. dubliniensis. Para tanto, definiram-se 3
grupos de estudo, conforme descrito no Quadro 3, os quais estdo designados por
“S” quando sensiveis ao fluconazol, e “R”, quando resistentes, destacando-se que
nao foram testadas C. dubliniensis resistentes ao fluconazol devido ao fato das

mesmas terem perdido a capacidade de formar tubo germinativo.

Quadro 3 — Microrganismos pesquisados

Grupo Microrganismos n (numero)
1 C. albicans (S) 30
2 C. albicans (R) 30
3 C. dubliniensis (S) 30




57

4.4.1 Teécnica de determinacdo da concentragdo inibitéria minima para tubos
germinativos (CIMTG)

A solugéo estoque dos Oleos essenciais na concentracdo de 640000ug/mL
em metanol foi diluida a 1:100 no meio Fase M, resultando numa concentracdo de
6400ug/mL. A partir desta, foram realizadas diluicbes seriadas a 1:2, obtendo-se
concentracdes entre 50 ug/mL e 3200 pg/mL.

Uma aliquota de 100 pL das diferentes concentracfes do 6leo essencial sob
estudo foi dispensada em cada poco da placa de microtitulagdo e, a segquir,
adicionou-se 100 pL do in6culo padronizado. Este foi preparado no meio Fase M e
ajustado conforme turvacdo semelhante ao tubo n° 0,5 da escala de McFarland. As
placas foram incubadas em estufa a 37C durante 3 h oras. Ao mesmo tempo, foram
incluidos controles positivos, constituidos apenas do caldo Fase M e do indculo, a
fim de se comprovar a capacidade de emissao de tubo germinativo pelo isolado nas
condicdes do ensaio.

Apés as 3 horas de incubacdo, avaliou-se a formacdo ou ndo de tubos
germinativos sob microscopia Otica, comparando-se com 0s controles positivos.
Quando foi comprovada a capacidade do isolado de emitir tubos germinativos,
realizou-se, entdo, uma avaliacdo semiquantitativa, contando quantas células
filamentadas estavam presentes por campo microscopico (400x); dez campos foram
contados, registrando-se 0os nameros minimo e maximo de células filamentadas
observados nas diferentes concentracdes de 6leo essencial. Essas provas foram
realizadas em triplicata.

Determinou-se como CIMTG, a menor concentracdo de 6leo essencial capaz
de inibir a formacgao de tubo germinativo nas condi¢des propostas pelo ensaio.

Na Figura 3 pode-se observar as seguintes imagens microscopicas: (1) falsos
tubos germinativos, identificados pela existéncia de um ponto de constricdo entre a
célula leveduriforme e a pseudo-hifa; (2) tubo germinativo verdadeiro; (3) inibicdo da
formacdo de tubos germinativos pelos Oleos essenciais, evidenciando-se apenas

células leveduriformes
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Figura 3 — Aspectos microscopicos de Candida albicans no meio Fase M (400x): 1)

falsos tubos germinativos; 2) tubo germinativo verdadeiro; 3) atividade do Oleo
essencial inibindo a formagé&o de tubos germinativos.

4.5 Andlise 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 néo, frente a determinado
Oleo essencial. Este € um teste nao-paramétrico, o qual foi escolhido porque os
dados obtidos no presente estudo ndo satisfizeram as exigéncias de normalidade do
teste t de Student.
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Quando o valor encontrado foi p= 0,05, a diferenca € néo significativa, ou seja,
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos analisados. Se o valor foi de p<0,01,
verifica-se entéo diferenca significativa referente a 1%. Quando o valor foi de p<0,05,
houve diferenca significativa a 5%. O nivel minimo de significancia indica a
probabilidade de erro que se arrisca quando se rejeita HO, ou seja, quando se diz
que ha diferenca entre as duas médias.

Quando a estatistica calculada apresentou-se significativa com p<0,05, usou-se
um asterisco (*) para caracteriza-la; quando foi significativa a p<0,01 usou-se dois

asteriscos (**).
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5 RESULTADOS

5.1Perfil de suscetibilidade de leveduras patogéni  cas frente a 0leos essenciais

extraidos de condimentos

Os perfis de suscetibilidade dos 138 isolados de Candida spp, expressos
como CIMp, CIMr e CFM (Tabelas 1 a 8), foram determinados frente aos o6leos
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).

Com relacédo a atividade antifungica dos 0leos essenciais estudados, pode-se
observar que os 0Oleos de O. basilicum, R. officinalis e S. officinalis (Tabelas 3, 5 e 6,
respectivamente) ndo evidenciaram tal propriedade frente aos isolados de Candida
spp nas concentracdes testadas. Entretanto, os 6leos essenciais de C. zeylanicum,
L. graveolens, O. vulgare, T. vulgaris e Z. officinale (Tabelas 1, 2, 4, 7 e 8,
respectivamente) demonstraram diferentes niveis de atividade antifingica.

Os perfis de suscetibilidade das espécies de Candida, previamente
classificadas como sensiveis (S) e resistentes (R) ao fluconazol, frente aos referidos
Oleos essenciais, foram comparados através do teste estatistico ndo paramétrico de
Mann Whitney. Os valores de p, bem como os niveis de significancia estdo descritos
nas Tabelas 1.1, 2.1, 4.1, 7.1 e 8.1.

5.1.1 Suscetibilidade de Candida spp, sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente

ao Oleo essencial de Cinnamomum zeylanicum (canela).

Com base nas CIMs, a faixa de suscetibilidade dos 138 isolados de Candida
spp frente ao O6leo de canela (Tabela 1) evidenciou variacdes de 200 pg/mL a
1600 pg/mL. Considerando CIMp, C. albicans e C. dubliniensis (S) foram inibidas

pela concentracdo de 200 pg/mL; entretanto, na maioria dos grupos estudados
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foram detectados isolados requerendo 1600 pg/mL. Quando se consideram as
meédias aritméticas das CIMp, o intervalo variou de 450 pg/mL a 1400 pg/mL. Para
CIMy, a menor concentracao requerida foi 800 pg/mL, e a maior concentragdo de
Oleo essencial capaz de inibir todos os isolados foi 1600 ug/mL. Quanto as médias
aritméticas, os intervalos variaram entre 800 pg/mL e 1600 pg/mL. Em relagcdo a
CFM, a menor concentracao requerida foi 800 pg/mL, sendo observada em todos
grupos, com excecao de C. krusei e C. tropicalis (R); ja a maior concentracdo foi
3200 pg/mL para C. glabrata. Quanto as meédias aritméticas, observaram-se
variacfes entre 800 pg/mL e 1800 pg/mL, para C. tropicalis (S) e para C. glabrata,
respectivamente.

As comparacgOes dos perfis de suscetibilidade entre os diferentes grupos de
Candida, frente ao 6leo essencial de canela, foram avaliadas pelo teste estatistico
de Mann Whitney (Tabela 1.2). As diferencas significativas encontradas nas anélises
realizadas foram: pela CIMy, os isolados de C. albicans (S) demonstraram-se
significativamente mais suscetiveis ao 6leo de canela do que os de C. albicans (R)
(p=0,021%*); pela CIMp, C. dubliniensis (S) foram significativamente mais sensiveis ao
Oleo de canela do que C. dubliniensis (R) (p<0,001**). Ao comparar C. albicans (S) e
C. dubliniensis (S), esta foi significativamente mais sensivel ao 6leo de canela do
gue C. albicans (S) (p<0,022*) pela CIMp. De forma similar, quando foram
comparados os isolados resistentes ao fluconazol, na CFM verificou-se diferencas
significativas entre C. albicans (R) (CFM=1306,7ug/mL) e C. dubliniensis (R) (CFM=
1066,7ug/mL) (p=0,030%).

As comparacOes entre os grupos C. albicans versus Candida nao-albicans
(S), incluindo C. dubliniensis, evidenciaram diferencas significativas apenas no
parametro CIMp (p=0,004**) frente ao Oleo essencial de canela, sendo observadas
médias aritméticas maiores para C. albicans do que para o grupo Candida néo-
albicans. Ao comparar C. albicans com o grupo de Candida néo-albicans, excluindo-
se C. dubliniensis, observaram-se diferencas significativas entre todos o0s
parametros analisados, tanto nos grupos sensiveis quanto nos resistentes, com
excecdo de CIMt para Candida (S). Para os isolados resistentes ao fluconazol,
Candida ndo-albicans foram menos sensiveis do que C. albicans ao Oleo de canela,
fato contrario ao observado com os isolados sensiveis onde Candida nao-albicans

demonstraram-se mais sensiveis do que C. albicans.
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Tabela 1.1 — Valores de p e sua significancia nas comparacfes entre a
suscetibilidade (CIMp, CIMt, CFM) de espécies de Candida sensiveis e resistentes

ao fluconazol, frente ao 6leo essencial de C. zeylanicum.

Comparacéao Suscetibilidade Valoresde p
C. albicans (S) x C. albicans (R) CIMp 0,330
CIMt 0,021*
CFM 0,073
C. dubliniensis (S) x C. dubliniensis (R) CIMp <0,001**
CIMy 0,597
CFM 0,801
C. albicans (S) x C. dubliniensis (S) CIMp 0,022*
CIMy 0,776
CFM 0,792
C. albicans (R) x C. dubliniensis (R) CIMp 0,441
CIMt 0,054
CFM 0,030*
C. albicans (S) x C. ndo-albicans® (S) CIMp 0,004**
CiMr 0,401
CFM 0,342
C. albicans (R) x C. ndo-albicans ?(R) CIMp 0,064
CIM+ 0,835
CEM 0,724
C. albicans (S) x C. ndo-albicans® (S) CIMp 0,004**
CIM+ 0,080
CFM 0,033*
C. albicans (R) x C. ndo-albicans’ (R) CIMp 0,009**
CiMr 0,017*
CFM 0,015*

* significativo a p<0,05; ** significativo a p<0,01; Teste utilizado: Mann Whitney; a= Candida néo-
albicans incluindo C. dubliniensis; b= Candida n&o-albicans excluindo C. dubliniensis; S= espécies
sensiveis ao fluconazol; R= espécies resistentes ao fluconazol.

5.1.2 Suscetibilidade de Candida spp, sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente

ao Oleo essencial de Lippia graveolens (orégano mexicano).

A atividade antifungica do 6leo essencial de orégano mexicano, expressa em
CIMs, frente aos 138 isolados de Candida spp, sensiveis e resistentes ao fluconazol,
evidenciou variacdes de 50 pg/mL a 1600 pg/mL (Tabela 2). Considerando a CIMp,
observou-se o intervalo de 50 pg/mL a 800 pg/mL, e, quanto as médias aritméticas,

obteve-se variacbes de 300 pg/mL, para C. tropicalis (R) e para C. glabrata, a
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700 pg/mL para C. krusei. Ao analisar os valores de CIM+, observou-se uma faixa de
suscetibilidade de 200 pg/mL a 1600 pg/mL, e as médias aritméticas variaram de
500 pg/mL, para C. glabrata, a 800ug/mL para C. tropicalis (S) e C. krusei. Em
relacdo as CFMs, as variacbes foram similares as observadas para CIMr, e as
meédias variaram de 550 pg/mL a 1100 pg/mL.

A Tabela 2.1 demonstra os resultados da comparacdo entre os perfis de
suscetibilidade dos diferentes grupos de Candida frente ao 6leo essencial de Lippia
graveolens obtidos pelo teste estatistico de Mann Whitney. Nos trés parametros
utilizados (CIMp, CIMt e CFM), C. albicans (S) foi significativamente mais resistente
ao Oleo de orégano mexicano do que C. albicans (R). Ao comparar C. dubliniensis
(S) versus (R), somente pela CIMp constatou-se que C. dubliniensis (S) foram
significativamente mais sensiveis do que C. dubliniensis (R) ao 6leo de orégano
mexicano. Quando se comparou C. albicans (S) versus C. dubliniensis (S), apenas a
CIMr indicou que C. dubliniensis eram significativamente mais sensiveis do que C.
albicans (S) (p=0,047*). Entretanto, nas comparacdes entre C. albicans (R) versus
C. dubliniensis (R), todos os parametros evidenciaram que os isolados de C.
dubliniensis (R) foram mais sensiveis ao 6leo de orégano mexicano do que os de C.
albicans (R).

Nas comparacdes entre C. albicans (S) versus Candida nao-albicans (S),
incluindo C. dubliniensis, nenhum dos parametros utilizados evidenciaram diferencas
significativas quanto a suscetibilidade ao 6leo de orégano mexicano. Todavia, nas
comparacdes entre C. albicans (R) versus Candida nao-albicans (R), todos os
parametros detectaram diferencas significativas: C. albicans (R) foram mais
sensiveis do que Candida nao-albicans (R). Ao excluir C. dubliniensis (R) do grupo
de Candida nao-albicans (R), ndo foram observadas diferencas significativas entre

0s grupos comparados.
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Tabela 2.1 — Valores de p e sua significancia nas comparacfes entre a
suscetibilidade (CIMp, CIMt, CFM) de espécies de Candida sensiveis e resistentes

ao fluconazol, frente ao 6leo essencial de L. graveolens.

Comparacéao Suscetibilidade Valoresde p
C. albicans (S) x C. albicans (R) CIMp 0,009**
CIMt 0,002**
CFM 0,002**
C. dubliniensis (S) x C. dubliniensis (R) CIMp 0,031*
CIM~ 0,087
CEM 0,169
C. albicans (S) x C. dubliniensis (S) CIMp 0,217
CIM~ 0,047*
CEM 0,069
C. albicans (R) x C. dubliniensis (R) CIMp 0,001**
CIMt 0,008**
CFM 0,009**
C. albicans (S) x C. ndo-albicans® (S) CIMp 0,107
CIMt 0,162
CFM 0,567
C. albicans (R) x C. ndo-albicans® (R) CIMp 0,037*
CIM~ 0,039*
CEM 0,034*
C. albicans (S) x C. ndo-albicans® (S) CIMp 0,091
CIM+ 0,492
CEM 0,050
C. albicans (R) x C. ndo-albicans’ (R) CIMp 0,787
CIMt 0,605
CFM 0,508

* significativo a p<0,05; ** significativo a p<0,01; Teste utilizado: Mann Whitney; a= Candida néo-
albicans incluindo C. dubliniensis; b= Candida néo-albicans excluindo C. dubliniensis. S= espécies
sensiveis ao fluconazol; R= espécies resistentes ao fluconazol.

5.1.3 Suscetibilidade de Candida spp, sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente

ao Oleo essencial de Ocimum basilicum (manjeric&o).

Conforme demonstrado na Tabela 3, ndo foi detectada atividade antifungica
para 0 Oleo essencial de manjericdo frente a Candida ssp nas concentracfes

testadas.
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5.1.4 Suscetibilidade de Candida spp, sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente

ao Oleo essencial de Origanum vulgare (orégano).

Em geral, as CIMs de 6leo essencial de orégano (Tabela 4) obtidas frente aos
138 isolados de Candida spp, sensiveis e resistentes ao fluconazol, evidenciaram
variacfes de 50 pg/mL a 800 pg/mL. Ao considerar CIMp, C. albicans (S) e (R) foram
inibidas por concentracdes tdo baixas quanto 50 pg/mL; entretanto, C. krusei
requereu CIMp de 800 pg/mL. Quanto as medias aritméticas, observou-se variacbes
de 200 pg/mL a 500 pg/mL. Para CIMt, a menor concentracdo requerida foi
200 pg/mL, e, assim como na CIM, o valor maximo foi de 800 pg/mL.
Considerando-se as meédias aritméticas, foram evidenciadas variacbes entre
341,7 pg/mL e 800 pg/mL. Em relacdo as CFMs, os intervalos obtidos foram os
mesmos para CIMy, entretanto, quanto as meédias aritméticas, observaram-se
variacfes entre 386,7 ug/mL e 800 pg/mL.

A Tabela 4.1 demonstra os resultados obtidos pelo teste estatistico de Mann
Whitney quando comparados os perfis de suscetibilidade entre os diferentes grupos
de Candida, frente ao 6leo essencial de orégano. Das comparagfes estabelecidas,
foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas CIMy, onde C.
dubliniensis (S) foram mais resistentes do que C. dubliniensis (R) (p=0,029*). Ao
excluir C. dubliniensis do grupo de Candida nao-albicans, diferencas significativas
foram detectadas nas comparagdes entre C. albicans (S) e (R) versus o grupo de
Candida nao-albicans (S) e (R), sendo que os isolados Candida n&o-albicans

demonstraram-se mais resistentes do que C. albicans frente ao 6leo de orégano.
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Tabela 4.1 — Valores de p e sua significancia nas comparacfes entre a
suscetibilidade (CIMp, CIMt, CFM) de espécies de Candida sensiveis e resistentes

ao fluconazol, frente ao 6leo essencial de O. vulgare.

Comparacéo Suscetibilidade Valoresde p
C. albicans (S) x C. albicans (R) CIMp 0,144
CIMy 0,524
CEM 0,524
C. dubliniensis (S) x C. dubliniensis (R) CIMp 0,121
CIMy 0,029*
CEM 0,778
C. albicans (S) x C. dubliniensis (S) CIMp 0,945
CiMr 0,977
CFM 0,700
C. albicans (R) x C. dubliniensis (R) CIMp 0,826
CIM+ 0,265
CFM 0,340
C. albicans (S) x C. ndo-albicans® (S) CIMp 0,896
CIM+ 0,426
CEM 0,140
C. albicans (R) x C. ndo-albicans® (R) CIMp 0,774
CIM+ 0,648
CFM 0,059
C. albicans (S) x C. ndo-albicans® (S) CIMp 0,875
CIMt 0,221
CFM 0,026*
C. albicans (R) x C. ndo-albicans® (R) CIMp 0,793
CIMt 0,016*
CFM 0,016*

* significativo a p<0,05; ** significativo a p<0,01; Teste utilizado: Mann Whitney; a= Candida n&o-
albicans incluindo C. dubliniensis; b= Candida néo-albicans excluindo C. dubliniensis. S= espécies
sensiveis ao fluconazol; R= espécies resistentes ao fluconazol.

5.1.5 Suscetibilidade de Candida spp, sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente

ao Oleo essencial de Rosmarinus officinalis (alecrim).

Conforme demonstrado na Tabela 5, o 6leo essencial de alecrim néo
evidenciou atividade antifungica frente aos diferentes grupos de Candida ssp.

estudados no presente trabalho.
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5.1.6 Suscetibilidade de Candida spp, sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente

ao Oleo essencial de Salvia officinalis (salvia).

Conforme demonstrado na Tabela 6, ndo foi detectada atividade antifungica

para o 0leo essencial de salvia frente a Candida spp nas concentracdes testadas.
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5.1.7 Suscetibilidade de Candida spp, sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente

ao Oleo essencial de Thymus vulgaris (tomilho).

Com base nas CIMs, a faixa de suscetibilidade dos 138 isolados de Candida
spp ao Oleo de tomilho evidenciou variacdes de 200 pg/mL a 3200 pg/mL (Tabela 7).
Considerando CIMp, C. dubliniensis (S) requereram a menor concentracdo para
serem inibidas (50 pg/mL), enquanto que a CIMp capaz de inibir 100% dos isolados
foi 1600 pg/mL. Quanto as médias, observaram-se variacdes entre 456,7 pg/mL e
1600 pg/mL. Para CIMt, a menor concentracao inibitéria foi 400 pg/mL, a qual inibiu
C. dubliniensis (S); ja, a concentracdo de 3200 pg/mL, foi capaz de inibir 100% dos
isolados. Quanto as meédias, foram evidenciadas variacdes entre 933,3 pg/mL e
2800 pg/mL. Em relacdo as CFMs, os intervalos obtidos foram similares aos de
CIMr, e quanto as médias aritméticas, observaram-se variacdes entre 946,7 pg/mL e
2800pg/mL.

A Tabela 7.1 demonstra os resultados obtidos da comparacao entre os perfis
de suscetibilidade dos diferentes grupos de Candida, frente ao 6leo essencial de
tomilho, através do teste de Mann Whitney. Ao comparar C. albicans (S) versus C.
albicans (R), a CIMt detectou que a primeira foi significativamente mais sensivel ao
Oleo essencial de tomilho do que a segunda (p= 0,026*). Quando foram comparados
os isolados de C. dubliniensis, todos os parametros de suscetibilidade (CIMp, CIMr €
CFM) detectaram que C. dubliniensis (S) foram significativamente mais sensiveis do
que C. dubliniensis (R) frente ao 6leo de tomilho. Da mesma forma, pelos trés
parametros, C. dubliniensis (S) foi significativamente mais sensivel do que C.
albicans (S) (p<0,01**); mas quando se comparou C. albicans (R) e C. dubliniensis
(R), ndo foram detectadas diferencas significativas. Os trés parametros tambéem
detectaram que C. albicans (S) foi significativamente mais resistente do que Candida
nao-albicans (incluindo C. dubliniensis) (S) (p<0,001**). Por outro lado, ao excluir C.
dubliniensis do grupo de Candida néo-albicans, péde-se verificar através da CIMy
(p=0,007**) e da CFM (p=0,018*), que C. albicans (R) foram significativamente mais

suscetiveis do que Candida n&o-albicans (R).
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Tabela 7.1 — Valores de p e sua significancia nas comparacfes entre a
suscetibilidade (CIMp, CIMt, CFM) de espécies de Candida sensiveis e resistentes

ao fluconazol, frente ao 6leo essencial de T. vulgaris.

Comparacéo Suscetibilidade  Valoresde p
C. albicans (S) x C. albicans (R) CIMp 0,863
CIM~ 0,026*
CFM 0,710
C. dubliniensis (S) x C. dubliniensis (R) CIMp <0,001**
CIM~ 0,001**
CEM <0,001**
C. albicans (S) x C. dubliniensis (S) CIMp <0,001**
CIMt <0,001**
CFM <0,001**
C. albicans (R) x C. dubliniensis (R) CIMp 0,313
CIMt 0,597
CFM 0,428
C. albicans (S) x C. ndo-albicans® (S) CIMp <0,001**
CIM+ <0,001**
CEM <0,001**
C. albicans (R) x C. ndo-albicans® (R) CIMp 0,723
CIM+ 0,307
CEM 0,616
C. albicans (S) x C. ndo-albicans® (S) CIMp 0,064
CIM+ 0,160
CFM 0,140*
C. albicans (R) x C. ndo-albicans® (R) CIMp 0,597
CIMt 0,007**
CFM 0,018*

* significativo a p<0,05; ** significativo a p<0,01; Teste utilizado: Mann Whitney; a= Candida n&o-
albicans incluindo C. dubliniensis; b= Candida néo-albicans excluindo C. dubliniensis. S= espécies
sensiveis ao fluconazol; R= espécies resistentes ao fluconazol.

5.1.8 Suscetibilidade de Candida spp, sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente

ao Oleo essencial de Zingiber sp. (gengibre).

Com base nas CIMs, a faixa de suscetibilidade dos 138 isolados de Candida
spp frente ao Oleo essencial de gengibre evidenciou variacées de 400 pg/mL a
>3200 pg/mL (Tabela 8). Considerando ClIMp, isolados de C. glabrata requereram a
menor concentracao para serem inibidos (400 pg/mL); entretanto, alguns isolados

ndo foram inibidos nas concentracdes testadas (>3200 pg/mL). Quanto as médias
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aritméticas, foram detectadas variacdes entre 1233,3 pg/mL e >3200 pg/mL. Para
CIMt, a menor concentragdo inibitoria foi 800ug/mL, a qual inibiu C. dubliniensis (R);
todavia, similarmente ao observado na CIM,, muitos isolados nédo foram sensiveis ao
0leo nas concentra¢des analisadas. E, quanto as médias aritméticas, evidenciaram-
se variacoes entre 1982,6 pg/mL e >3200 pg/mL. Em relacdo as CFMs, os intervalos
obtidos foram entre 1600 pg/mL e >3200 pg/mL, sendo que as meédias aritméticas
variaram de 2295,7 pg/mL a >3200 pg/mL.

As comparagOes dos perfis de suscetibilidade entre os diferentes grupos de
Candida, frente ao 6leo essencial de gengibre, foram avaliadas pelo teste de Mann
Whitney (Tabela 8.1). Ao comparar os subgrupos (S) versus (R) de C. dubliniensis,
os parametros CIMr e CFM indicaram que C. dubliniensis (R) foram mais sensiveis
ao 6leo de gengibre do que C. dubliniensis (S) (p<0,001**). Quando se comparou C.
albicans (R) versus C. dubliniensis (R), os trés parametros indicaram que C. albicans
foram mais resistentes do que C. dubliniensis. As comparacdes entre C. albicans (R)
versus Candida nao-albicans (R) (incluindo-se C. dubliniensis) também, nos trés
parametros, indicaram que C. albicans (R) foram mais resistentes do que Candida
nao-albicans (R) (p<0,007**). Excluindo-se C. dubliniensis do grupo Candida n&o-

albicans, as comparacoes entre (S) e (R) ndo revelaram diferencas significativas.
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Tabela 8.1 — Valores de p e sua significancia nas comparacfes entre a
suscetibilidade (CIMp, CIMt, CFM) de espécies de Candida sensiveis e resistentes

ao fluconazol, frente ao 6leo essencial de Zingiber sp.

Comparacéo Suscetibilidade Valores de p
C. albicans (S) x C. albicans (R) CIMp 0,606
CIM~ 0,835
CEM 0,398
C. dubliniensis (S) x C. dubliniensis (R) CIiMp 0,326
CIM~ <0,001**
CEM <0,001**
C. albicans (S) x C. dubliniensis (S) CIMp <0,001**
CIMt 0,221
CFM 0,738
C. albicans (R) x C. dubliniensis (R) CIMp <0,001**
CIMt 0,001**
CFM 0,003**
C. albicans (S) x C. ndo-albicans (S) CIMp <0,001**
CIM+ 0,221
CEM 0,738
C. albicans (R) x C. nao-albicans (R) CIMp <0,001**
CIM+ 0,004**
CEM 0,007**
C. albicans (S) x C. ndo-albicans® (S) CIMp nd
CIMt nd
CFM nd
C. albicans (R) x C. ndo-albicans® (R) CIMp 0,469
CIMt 0,862
CFM 1,000

* significativo a p<0,05; ** significativo a p<0,01; Teste utilizado: Mann Whitney; a= Candida n&o-
albicans incluindo C. dubliniensis; b= Candida nao-albicans excluindo C. dubliniensis; nd= nao
definida (concentracdo inibitéria >3200ug/mL); S= espécies sensiveis ao fluconazol; R= espécies
resistentes ao fluconazol.
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5.2 Valores de CIM 59 e ClIMgy dos Oleos essenciais extraidos de condimentos
frente a espécies de Candida sensiveis e resistentes ao fluconazol.

Com base no percentual cumulativo de isolados inibidos em determinada
concentracéo de 6leo essencial, foram detectados os valores de CIMsy e CIMgy, OU
seja, concentracdo de 6leo essencial capaz de inibir o crescimento de 50% e 90%
dos isolados, respectivamente. Os valores de CIMsy € ClMgg dos 6leos essenciais
frente a isolados de Candida spp, encontram-se relacionados na Tabela 9.

Considerando as CIMsp e CIMgo, de modo geral, o 6leo essencial de orégano
demonstrou os menores valores frente a todos os isolados, seguido pelo orégano
mexicano, canela, tomilho e pelo gengibre, o qual apresentou a menor atividade
antifingica, além de demonstrar-se inativo frente a alguns isolados nas
concentragdes testadas. Quanto ao 6leo de canela, as CIMsp e CIMgo variaram de
800 pg/mL a 1600 pg/mL, enquanto que o 6leo de orégano mexicano evidenciou
CIMsp entre 400 pg/mL e 800 pug/mL, ndo sendo observadas variacées no CIMg, que
foi 800 pg/mL. Quanto ao 6leo de orégano, a ClMs foi 400 pg/mL, com excecdo de
C. krusei que requereu 800ug/mL; os valores de ClMgy foram similares aos de CIMsg
(400 pg/mL), excetuando-se C. krusei e C. tropicalis (S) que requereram
concentracdes de 6leo superiores para serem inibidas (800 pug/mL). O 6leo essencial
de tomilho evidenciou CIMsg entre 800 pug/mL, para C. dubliniensis (S), e 3200 pg/mL
para C. krusei; ja a CIMg, foi superior, variando de 1600ug/mL a 3200ug/mL. Por fim,
0 6leo de gengibre evidenciou CIMsp no intervalo de 1600 pg/mL a >3200 pg/mL, e
CIMg entre 3200 pg/mL e >3200 pg/mL.
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Tabela 9 — Analise dos valores de ClMsg e ClMgo dos 6leos essenciais extraidos de

condimentos, frente aos isolados de Candida sensiveis e resistentes ao fluconazol.

Espécie CIM Canela Orégano Orégano Tomilho Gengibre
mexicano

C. albicans S ClIMsg 800 800 400 1600 3200
(n=30) CIMgo 1600 800 400 1600  >3200
C.albicansR  CIMs, 800 400 400 1600 >3200
(n=30) ClMgo 1600 800 400 1600 >3200
C. dubliniensis S  ClIMsgg 800 800 400 800 3200
(n=30) CIMgo 1600 800 400 1600 3200
C.dubliniensisR  CIMs, 800 800 400 1600 1600
(n=24) ClMgo 1600 800 400 1600 3200
C. glabrata CIMsp 1600 800 400 1600 3200
(n=4) CIMgo 1600 800 400 1600 3200
C. krusei CIMsy 1600 800 800 3200 >3200
(n=4) ClMgo 1600 800 800 3200 >3200
C. tropicalis S CIMsp 800 800 400 1600 >3200
(n=8) CIMgs 800 800 800 1600  >3200
C.tropicalisR  CIMs, 1600 400 400 1600 >3200
(n=8) ClMgo 1600 800 400 3200 >3200

Concentracdo em pg/mL; S= espécies resistentes ao fluconazol; R= espécies sensiveis ao fluconazol;
n= numero de amostras.

5.3 Suscetibilidade de C. albicans e C. dubliniensis, sensiveis e resistentes ao

fluconazol, frente a 6leos essenciais extraidos de

inibicdo de tubos germinativos.

condimentos, com base na

Realizou-se a determinacdo da menor concentracéo de Oleo essencial capaz

de inibir a formacao de tubo germinativo de 90 isolados de Candida spp, incluindo as
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duas espécies que possuem a propriedade de filamentacdo em soro, C. albicans e
C. dubliniensis sensiveis e resistentes ao fluconazol. Os isolados de C. dubliniensis
resistentes ndo foram incluidos no ensaio devido a incapacidade de formacao de
tubo germinativo por parte dos mesmos.

Os ensaios foram realizados de forma semiquantitativa, avaliando-se o
namero de células emitindo tubos germinativos presentes por campo microscopico
(400x). Os valores de concentracéo inibitéria minima de tubo germinativo (CIMTG)
dos 6leos essenciais de C. zeylanicum, L. graveolens, O. basilicum, O. vulgare, R.
officinalis, S. officinalis, T. vulgaris e Zingiber sp. frente aos 90 isolados de Candida
spp estdo dispostos na Tabela 10.

Com base na capacidade dos 0Oleos essenciais de inibir a formacéo de tubos
germinativos (Tabela 10), pode-se observar, para C. albicans (S) e (R), bem como
para C. dubliniensis (S), variacdes de 50 pg/mL a >3200 pg/mL, para os Oleos de
orégano e alecrim, respectivamente. Da mesma forma, em relacdo as médias
aritméticas, as menores CIMTGs foram obtidas pelo 6leo de orégano, enquanto que
as maiores concentracdes requeridas para inibir tubos germinativos foram
evidenciadas pelo 6leo essencial de alecrim. Considerando-se todos os oleos
estudados, detectaram-se  médias aritméticas variando entre 66,07 upg/mL e
2438,1 pug/mL, e entre 112 pg/mL e 2933,3 pg/mL para C. albicans (S) e (R),
respectivamente. Para os isolados de C. dubliniensis, as médias variaram de
125,9 pg/mL a 2466,7 pg/mL.

As comparacdes entre as CIMTGs obtidas para as diferentes espécies,
sensiveis e resistentes ao fluconazol, foram avaliadas através do teste estatistico de
Mann Whitney (Tabela 10.1). Quando foram comparadas as CIMTGs referentes aos
isolados de C. albicans (S) com os de C. albicans (R), constatou-se que C. albicans
(S) foram significativamente mais sensiveis a inibicdo do que C. albicans (R), frente
aos 6leos de canela (p=0,005**), orégano (p=0,021*) e alecrim (p=0,041*). Quando
se comparou a suscetibilidade C. albicans (S) versus C. dubliniensis (S), com base
na CIMTG, diferencas significativas s6 foram observadas frente ao 6leo essencial de
orégano, onde C. albicans (S) foi mais sensivel do que C. dubliniensis
(S)(p<0,001**).
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Tabela 10 — Concentracdo inibitéria minima de Oleo essencial para inibicdo dos

tubos germinativos de C. albicans e C. dubliniensis sensiveis e resistentes ao

fluconazol.
Isolados C. albicans-S C. albicans-R C. dubliniensis-S
(n=30) (n=30) (n=30)
Oleos
o CIMTG (ung/mL) CIMTG (ung/mL) CIMTG (ng/mL)
essencials Intervalo Média Intervalo Média Intervalo Média

C. zeylanicum 400-800 600,0 400-800 744.8 400-800 637,0
L. graveolens 100-200 175,0 100-400 210,3 50-400 183,3

O. basilicum 800-1600  1057,1 800-3200  1324,1 400-1600 10815
O. vulgare 50-200 66,07 50-200 112,0 50-200 125,9
R. officinalis 1600->3200 2438,1 1600->3200 2933,3 1600->3200 2466,7
S. officinalis 800-3200  1600,0 800-3200  2068,6  800-3200 1777,8
T. vulgaris 200-800 448,3 200-400 350,0 200-800 370,4
Zingiber sp. 400-1600 657,1 400-1600 800,0 400-800 681,5

S= espécies sensiveis ao fluconazol; R= espécies resistentes ao fluconazol; n= nimero de isolados
testados; CIMTG: concentracao inibitéria minima para inibicdo de tubo germinativo.

Tabela 10.1 - Valores de p obtidos nas comparacdes entre as CIMs de 6leos
essenciais requeridas para inibicdo de tubos germinativos de C. albicans e C.

dubliniensis, sensiveis e resistentes ao fluconazol.

' C. albicans® x C. albicans”® C. albicans® x C. dublinensis®
Oleo Valores de p

C. zeylanicum 0,005** 0,505

L. graveolens 0,439 0,702

O. basilicum 0,099 0,840

O. vulgare 0,021~ 0,001**

R. officinalis 0,041* 0,911

S. officinalis 0,053 0,208

T. vulgaris 0,153 0,677

Zingiber sp. 0,115 0,208

* significativo a p<0,05; ** significativo a p<0,01; Teste utilizado: Mann Whitney; S= espécies
sensiveis ao fluconazol; R= espécies resistentes ao fluconazol.
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5.4Composi¢do quimica dos Oleos essenciais

As analises quimicas dos Oleos essenciais foram realizadas através das
técnicas de CG e CG-EM (Tabela 11), e a identificacdo dos compostos foi efetuada
através da comparacdo dos resultados obtidos no indice de retencdo (indice de
Kovats) e espectros de massas com dados da literatura (Adams, 2001). Cabe
destacar, que apenas 0s compostos presentes em quantidades superiores a 0,5%
na amostra foram identificados nas analises, e que o célculo da porcentagem obtida
para cada elemento baseou-se na area do pico referente a0 mesmo. Em resumo, as
analises realizadas tiveram carater qualitativo e semiquantitativo.

Os constituintes majoritarios presentes nos Oleos essenciais foram: Z-
isoeugenol (93,3%) para a canela; carvacrol (56,8%) e o-cimeno (32,2%) para
orégano mexicano; linalol (32,22%) e 1,8-cineol (23,61%) para 0 manjericao;
carvacrol (92,6%) para o orégano; 1,8-cineol (28,59%) e canfora (26,31%) para o
alecrim; cis-tujona (40,61%) para a salvia; y-terpineno (64%) para o tomilho; e
zingibereno (20,81%) para o 0leo essencial de gengibre.

No Anexo 2, encontram-se 0S cromatogramas dos 0leos essenciais e 0s

espectros de massas dos seus constituintes majoritarios.



Tabela 11 — Composicéo quimica dos 0leos essenciais.
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Cz Lg Ob Ov Ro So Tv  Zsp.
Composto IR Concentracgao (%)
a-tujeno 930 1,10 1,95
a-pineno 939 1,13 19,81 482 1,0
Canfeno 954 0,91 11,76 2,51 5,65
B-pineno 979 1,79 4,34 1,10
Mirceno 991 1,05
p-cimeno 1025 0,72
0-cimeno 1026 32,2 4,60 14,0
Limoneno 1029 1,81 5,41
1,8-cineol 1031 23,61 28,59 7,54
y-terpineno 1060 3,67 0,90 64,0
Linalol 1097 31,22
cis-tujona 1102 40,61
trans-tujona 1114 15,10
Canfora 1146 12,80 26,31 13,90
Borneol 1169 2,21
Neral 1238 7,53
Geranial 1267 10,73
Timol 1290 2,17 1,90 21,0
Carvacrol 1299 56,8 92,6
Eugenol 1359 8,08
Acetato de 1381 3,81
Geranil
Z-isoeugenol 1407 93,30
Z-cariofileno 1409 1,67 3,06
E-cariofileno 1419 2,47
a-curcumeno 1481 9,25
Zingibereno 1494 20,81
a-farneseno 1506 11,36
B-bisaboleno 1506 5,34
Sesquifelandreno 1523 10,45
Acetato de 1523 1,80
eugenol
Benzoato de 1760 2,43
benzila
total 100 95,94 83,02 100 100 87,79 100 87,93

Compostos listados em ordem de eluicdo; IR = indice de Retencéo (calculado); (Cz) Cinnamomum
zeylanicum, (Lg) Lippia graveolens, (Ob) Ocimum basilicum, (Ov) Origanum vulgare, (Ro) Rosmarinus
officinalis, (So) Salvia officinalis, (Tv) Thymus vulgaris, (Zsp.) Zingiber officinale.
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6 DISCUSSAO

6.1 Perfil de suscetibilidade de Candida spp frente a 6leos essenciais extraidos

de condimentos

A candidiase é a infec¢do fungica oportunista mais comum, destacando-se,
entre suas formas clinicas, a orofaringea em pacientes com AIDS
(SAMARANAYAKE, 1992; KORTING et al, 1999). O numero de individuos com AIDS
vem aumentando muito nos ultimos anos, e existem numerosos relatos indicando a
presenca de lesdes recorrentes por Candida spp principalmente na mucosa oral
desses pacientes (SANGEORZAN et al, 1994; REX et al, 1995; REVANKAR et al,
1996; VAZQUEZ, 2000; WALSH et al, 2000). A imunossupressao avancada e a
exposicdo aos antifungicos azolicos sdo considerados importantes fatores de risco
para o desenvolvimento de resisténcia a estes antifingicos (MAENZA et al, 1996;
CANUTO et al, 2000). Desta forma, novas propostas terapéuticas contra candidiase
orofaringea tornaram-se um importante alvo de pesquisas.

A fitoterapia tem sido o escopo de diversas investigacdes cientificas
relacionando usos, efeitos e propriedades farmacoldgicas das plantas medicinais.
Estas, em geral, ttm ampla habilidade de sintetizar substancias odoriferas, das
quais a maioria sao terpenos ou seus derivados oxigenados. Nas ultimas décadas,
numerosos estudos in vitro e in vivo foram realizados avaliando a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais (COSENTINO et al, 1999; PINA-VAZ et al, 2004;
TAMPIERI et al, 2005), pois desde a antiguidade sabe-se que muitas plantas
evidenciam tal propriedade (DEANS et al, 1989).

A metodologia utilizada para avaliar a atividade antimicrobiana de o6leos
essenciais € um fator de consideravel importancia. Neste sentido, aspectos como
in6culo, meio de cultura utilizado, tempo e temperatura de incubacdo dos ensaios
devem ser averiguados (ESPINEL-INGROFF & PFALLER, 2003). De maneira geral,
0s métodos de diluicdo em caldo sdo mais adequados para testar a atividade
antimicrobiana de Oleos essenciais do que métodos como difusdo em disco ou
diluicho em agar. Isto porque os Oleos sdo substancias volateis, podendo ter sua

concentracéo reduzida em ensaios com discos, ou, por serem hidrofébicos, podem
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se difundir de forma ndo homogénea no agar cuja base é hidrofilica (CHAND et al,
1994). Outro fator favoravel a diluicdo em caldo € que o RPMI 1640, meio mais
recomendado nesta técnica, é quimicamente definido e n&o tem evidenciado
interacdo com agentes antifungicos; por isto € o preconizado pelo NCCLS (atual
CLSI), podendo ser também, seguramente utilizado em ensaios com O6leos
essenciais.

Conforme o documento M27-A2 (NCCLS, 2002), as leituras realizadas para
determinacao de CIM utilizando azolicos, tém como parametro a inibicdo parcial do
crescimento fangico, pois estes agentes ndo inibem totalmente o crescimento devido
a sua restrita acao fungistatica. Por outro lado, o mesmo documento indica leitura de
inibicdo total de crescimento e avaliacdo de concentracéo fungicida, quando a droga
testada for a anfotericina B. Com base nessas consideracdes, no presente estudo
optou-se por avaliar a atividade antifungica dos Oleos essenciais sob trés formas:
CIM, (concentracéo que inibiu 50% do crescimento fungico, quando comparado ao
controle), CIMt (concentracdo que inibiu totalmente o crescimento fuingico) e CFM
(concentracdo fungicida). Através dos resultados obtidos, observou-se que ClMp
evidenciou menores diferengcas significativas quando as comparagbes foram
submetidas ao método de Mann Whitney; ao mesmo tempo, este parametro
apresentou menor reprodutibilidade nos ensaios quando comparado com CIMy e
CFM, que demonstraram melhor reprodutibilidade. Com base nas consideracdes
acima, sugere-se que CIMre CFM sédo parametros melhores do que CIMp para se
avaliar a atividade antifungica de 6leos essenciais.

De acordo com a literatura, classificou-se a atividade antifingica dos 6leos
essenciais em forte (até 500 pug/mL), moderada (entre 500 pg/mL e 1500 pg/mL) e
fraca (maior do que 1500 pg/mL) (ALIGIANNIS et al, 2001; SARTORATTO et al,
2004).

A espécie do género Candida mais isolada da cavidade oral de pacientes com
AIDS é C. albicans (63-93%), seguida por C. glabrata (14-21%), C. krusei (4-10%),
C. tropicalis (2-7%) e outras. Pacientes com imunossupressao severa apresentam
elevadas taxas de colonizacao e alta frequéncia de espécies nao-albicans (FETTER
et al, 1993). No Brasil, Milan et al (1998) observaram que 22% dos pacientes
infectados ou colonizados por Candida spp apresentavam espécies nao-albicans na
cavidade oral, com predominadncia de C. glabrata e C. krusei. Este fato é

preocupante pois os valores de CIM ao fluconazol para estas duas espécies sao, via
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de regra, mais elevados do que para C. albicans, visto que sdo naturalmente menos
sensiveis aos azois (MILLON et al, 1994b; REX et al, 1995; REX et al, 1997). De
forma semelhante ao fluconazol, os Oleos essenciais demonstraram-se menos ativos
sobre C. krusei e C. glabrata do que frente a outras espécies de Candida, fato ja
esperado segundo Mondello et al (2003). Este achado é instigante, pois se sabe que
0s mecanismos de acdo antifingica dos azois e dos 6leos essenciais sao diferentes.
E amplamente conhecido que os azdis inibem a sintese do ergosterol dos fungos
através da ligacao a enzima lanosterol 14-a-demetilase, o que provoca alteracdes na
membrana citoplasmatica fungica, impedindo o desenvolvimento do mesmo
(GOODMAN & GILMAN, 1996); jA os Oleos essenciais atuam atraves de
mecanismos ndo totalmente estabelecidos. Sugere-se, porém, que a maioria deles
exerga sua atividade antimicrobiana através de modificagbes na estrutura da parede
celular do microrganismo, mais especificamente alterando a permeabilidade da
membrana citoplasmatica pela modificacdo no gradiente de ions de hidrogénio (H") e
potassio (K"). Esta alteracdo conduz a deterioracdo de processos essenciais a
sobrevivéncia da célula tais como o transporte de elétrons, o transporte de proteinas,
passos da fosforilacdo e outras reacdes dependentes de enzimas. Desta forma,
ocorre perda do controle quimiosmoético da célula e a consequente morte do
microrganismo (DORMAN & DEANS, 2000). Acredita-se também que o rompimento
da parede celular dos microrganismos deva-se ao carater lipofilico dos 6leos
essenciais que se acumulam nas membranas (COWAN, 1999). Este acumulo gera
consideraveis efeitos na estrutura e propriedades funcionais das membranas. Enfim,
muitos dos efeitos toxicos dos terpenos, cicloalcanos, alcanos, alcoois e fendis
podem ser explicados por sua interagdo com a membrana citoplasmatica dos
microrganismos (SIKKEMA et al, 1995).

Diante destas consideracfes, sugere-se que, apesar das diferencas nos
mecanismos de acéo entre fluconazol e 6leos essenciais, possivelmente, C. krusei e
C. glabrata possuam algumas caracteristicas em sua estrutura celular que dificultem
a entrada dos 6leos essenciais e, consequentemente poucos efeitos decorrentes da
desintegracdo da membrana celular fingica sdo observados. Estudos apontam para
a exacerbada acdo de bombas de efluxo em C. krusei e C. glabrata como a principal
responsavel pela resisténcia aos azois (MARICHAL et al, 1995). Desta forma, seria
possivel atribuir os elevados CIMs aos Oleos essenciais, nestas espécies, pelos

mesmos fatores.
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Candida dubliniensis é uma espécie considerada emergente, estando
originalmente associada a colonizacdo e infeccdo oral em pacientes com AIDS
(SULLIVAN et al, 1995; SULLIVAN & COLEMAN, 1997). Acredita-se que seus
fatores de viruléncia sejam semelhantes aos de C. albicans, entretanto, C.
dubliniensis produz maior atividade de proteinase que C. albicans, sendo mais
aderente que esta as células epiteliais orais na presenca de glicose. Por outro lado,
a producéo de hifas € mais lenta em C. dubliniensis, sugerindo que esta espécie
tenha menor habilidade para invadir os tecidos (SULLIVAN et al, 1999). A maioria
dos isolados é suscetivel aos antifungicos azélicos, mas as CIMs observadas para
inibicdo desta espécie sdo frequentemente maiores do que as observadas para C.
albicans (PFALLER et al, 1999a). Também, foi constatado que C. dubliniensis
desenvolve resisténcia aos azélicos mais facil e rapidamente do que C. albicans
(MORAN et al, 1997). No presente estudo, ao comparar estas duas espécies de
Candida, de modo geral, C. dubliniensis mostrou-se mais sensivel aos o6leos
essenciais do que C. albicans. Este fato pode ser devido a maior hidrofobicidade da
parede celular de C. dubliniensis do que de C. albicans quando incubadas a 37°C
(HANZEN et al, 2001). E estd bem estabelecido que microrganismos com parede
celular hidrofébica tém maior afinidade por compostos hidrofébicos do que aqueles
com parede celular mais hidrofilica (VAN LOOSDRECHT et al, 1990; JARLIER &
NIKAIDO, 1994).

6.1.1 Perfil de suscetibilidade de Candida spp aos 06leos essenciais de Rosmarinus

officinalis (alecrim), Ocimum basilicum (manjericdo) e Salvia officinalis (salvia).

Os Oleos essenciais de alecrim, manjericdo e salvia ndo demonstraram
atividade antifangica in vitro nas concentracdes testadas. Os constituintes
majoritarios do 6leo essencial de alecrim incluiram 1,8-cineol (28,59%) e canfora
(26,31%), resultados semelhantes aos encontrados por Mangena & Muyima (1999).
Por outro lado, Santoyo et al (2005) evidenciaram também a presenca de borneol no
Oleo essencial de alecrim, composto ndo identificado na presente pesquisa. Nao foi
possivel verificar atividade antifangica do oleo essencial de alecrim frente ao género

Candida, fato discordante ao exposto pelos autores que evidenciaram tal acao.
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Diante dessas consideracdes, cabe ressaltar, que a técnica utilizada por Mangena &
Muyima (1999) diferiu da empregada no presente estudo, o que impede
comparacdes mais rigorosas entre os resultados. Estes autores utilizaram a difuséo
em disco, a qual é considerada util para fins de triagem de atividade antimicrobiana;
entretanto, a técnica de microdiluicio em caldo, utilizada no presente estudo,
oferece o melhor potencial para bioensaios, constituindo-se, desta forma, na
metodologia padrdo (HADACEK & GREGER, 2000). E importante relatar também,
gue Santoyo et al (2005) evidenciaram forte atividade antifingica do 6leo de alecrim,
com CIM de 250ug/mL, entretanto, destacaram potente ag¢ao fungicida para o
borneol, e conforme ja comentado, este composto ndo esteve presente no 6leo
essencial utilizado no presente estudo.

No Oleo essencial de manjericdo, foram identificados linalol (31,22%) e 1,8-
cineol (23,61%) como constituintes majoritarios, concordando parcialmente com
Opalchenova & Obreshkova (2003), pois nao foi detectado o metil-chavicol,
substancia normalmente presente no 6leo de manjericédo. A atividade antimicrobiana
deste Oleo esta bem estabelecida (OPALCHENOVA & OBRESHKOVA, 2003),
porém, nas concentragfes testadas no presente estudo, o 6leo de manjericdo nao
demonstrou atividade antimicrobiana frente a Candida spp; este achado contradiz os
relatos de Caceres (1999). Entretanto, acredita-se que, aumentando a concentracao
do dleo, poderia ser evidenciada inibicdo do crescimento fungico.

O dleo essencial de salvia tem conhecida atividade antibacteriana (PEREIRA
et al, 2004), porém a antifingica € menos relatada na literatura. Neste sentido,
Velickovic et al (2003) observaram que o Oleo de sélvia foi mais ativo contra
bactérias do que frente a leveduras. No presente estudo ndo foi constatada atividade
antifingica para este Oleo essencial, e foi identificada a cis-tujona (40,61%) como
constituinte majoritario presente no 6leo de salvia, o que corrobora com dados da
literatura (LORENZI & MATOS, 2002; VELICKOVIC et al, 2003).

E importante destacar que ao testar atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais, deve-se levar em consideracdo as dificuldades de comparar o0s
resultados obtidos na pesquisa com os dados existentes na literatura. Isto porque a
composicdo quimica dos 6leos essenciais pode variar dentro da mesma espécie
devido a presenca de quimiotipos, a época da colheita, a diferentes métodos de

extracdo, entre outros (SIMOES et al, 1999). Além do mais, é importante considerar
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a metodologia empregada para avaliacdo da atividade antifungica, bem como a
suscetibilidade original dos microrganismos utilizados.

Os o6leos essenciais de canela, orégano mexicano, orégano, tomilho e
gengibre evidenciaram significativa atividade antifungica. Diante disto, foram
analisados os valores de CIMsy e ClIMgy, Ou seja, concentragdo minima de Oleo
essencial capaz de inibir o crescimento de 50% e 90% dos isolados,
respectivamente. Considerando as CIMsy e CIMgg, de modo geral, o 6leo essencial
de orégano foi efetivo nas menores concentracdes, seguido pelo orégano mexicano,
canela, tomilho e pelo gengibre, o qual apresentou a menor atividade antifingica. De
modo geral, as CIMs dos 6leos de canela e tomilho foram muito semelhantes e C.
krusei foi a espécie que requereu as maiores CIMso e ClMgo para todos os 0leos
essenciais, podendo assim, ser considerada a espécie de Candida mais resistente.

6.1.2 Perfil de suscetibilidade de Candida spp ao 6leo essencial de Cinnamomum

zeylanicum (canela)

O dleo essencial de canela evidenciou atividades moderada e fraca frente a
Candida spp, pois as CIMt variaram de 800ug/mL a 1600ug/mL. Quale et al (1996),
também estudando a atividade in vitro do Oleo de canela frente a isolados de
Candida spp, sensiveis e resistentes ao fluconazol, observaram CIMs entre
50 pg/mL e 30000ug/mL. Estes dados indicam a existéncia de grandes variacoes
nas suscetibilidades entre espécies de Candida diferentes ou até mesmo entre
isolados da mesma espécie. Isto ocorre porque cada isolado pode apresentar
composicdo variavel na parede celular (CALDERONE & BRAUN, 1991), bem como
diferencas na expressao de genes que codificam bombas de efluxo (WHITE et al,
1998), resultando em variadas CIMs. E pertinente destacar também, a importancia
da pesquisa in vivo sobre o potencial antifungico do 6leo de canela, pois Quale et al
(1996) administraram uma formulacdo a base de Oleo de canela durante uma
semana em cinco pacientes com HIV e candidiase oral, e, apds o tratamento, trés
dos cinco pacientes evidenciaram reducdo no quadro de candidiase. Desta forma,
0s autores sugerem novos estudos in vivo objetivando estabelecer o uso da canela

na candidiase orofaringea. Na constituicdo quimica do 6leo essencial de canela do
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presente estudo, detectou-se Z-isoeugenol como composto majoritario, € ndo o
aldeido cindmico e eugenol, como seria 0 esperado (LORENZI & MATOS, 2002).
Este fato, possivelmente tenha ocorrido devido a uma reacéo de isomerizacao a qual
pode transformar o eugenol em isoeugenol (CERVENY et al, 1987).

De modo geral, pode-se afirmar que as espécies mais sensiveis ao 6leo de
canela foram, em ordem decrescente de suscetibilidade: C. tropicalis (S), C.
dubliniensis (S), C. albicans (S), C. dubliniensis (R), C. albicans (R), C. glabrata, C.
tropicalis (R) e C. krusei. Foram observadas diferencas significativas, pela CIMr,
onde C. albicans (S) evidenciaram-se mais sensiveis ao 0leo de canela do que os de
C. albicans (R) (p=0,021%*), e pela CIMp, C. dubliniensis (S) foram mais sensiveis do
qgue C. dubliniensis (R) (p<0,001**); também, C. dubliniensis (S) foi mais sensivel ao
6leo de canela do que C. albicans (S) (p<0,022*). De forma similar, quando foram
comparados os isolados resistentes ao fluconazol, na CFM verificou-se que C.
albicans (R) foi mais resistente do que C. dubliniensis (R) (p=0,030*). Ao comparar
os grupos de C. albicans com Candida nao-albicans, foram utilizadas duas formas
diferentes: na primeira, o grupo de ndao-albicans incluiu C. dubliniensis, e na
segunda, esta espécie foi excluida do grupo; isto porque os CIMs encontrados para
estes isolados sdo bastante baixos, o que descaracteriza o grupo de Candida nao-
albicans que € conhecido por ser refratario aos tratamentos utilizando fluconazol, ou
seja, possuem CIMs superiores aos encontrados para C. albicans. Neste contexto,
foram observadas médias aritméticas de CIMp maiores para C. albicans do que para
o grupo Candida nao-albicans, incluindo C. dubliniensis, (p=0,004**). Ao excluir C.
dubliniensis, também se observou, pelos parametros de CIMp e CFM, que C.
albicans (S) foi significativamente mais resistente do que o Candida nao-albicans
(S); contudo, ao analisar o grupo de resistentes, observou-se dados contrarios, pois
através dos trés parametros, Candida nao-albicans (R) apresentaram-se mais
resistentes do que C. albicans (R). Diante destas consideracdes, sugere-se que
frente ao 6leo essencial de canela, C. albicans (S) foram mais sensiveis que as C.
albicans (R), que C. dubliniensis foi mais sensivel do que C. albicans, porém néo foi
observada relacdo estavel ao compararmos o grupo de C. albicans com o de
Candida néo-albicans, impossibilitando caracterizar qual o grupo € mais sensivel ao

6leo essencial de canela.
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6.1.3 Perfil de suscetibilidade de Candida spp ao O6leo essencial de Lippia

graveolens (orégano mexicano)

A atividade antifungica do Oleo essencial de orégano mexicano revelou-se
como forte a moderada, evidenciando médias aritméticas de CIMt entre 500ug/mL e
800ug/mL. Entretanto, estas concentracbes foram superiores as observadas por
Salgueiro et al (2003a), onde 6leos essenciais com alto conteudo fendlico
evidenciaram CIMs na faixa de 120 pg/mL a 270 pg/mL. Estas diferencas poderiam
ser devido a variagcbes no conteudo de carvacrol e timol observadas entre os dois
estudos; o Oleo essencial aqui utilizado, embora possuisse alta concentracdo de
carvacrol, apresentou baixo teor de timol, fator que deve ser considerado, pois
alguns estudos apontam para o provavel sinergismo entre estes dois compostos
(DIDRY et al, 1993). Quanto a composi¢do quimica, no Oleo essencial de orégano
mexicano foram identificados principalmente carvacrol (56,8%) e o-cimeno (32,2%),
constituintes semelhantes aos encontrados por Salgueiro et al (2003a) e Vazquez &
Dunford (2005).

De modo geral, pode-se afirmar que as espécies mais sensiveis ao 6leo de
orégano mexicano foram, em ordem decrescente de suscetibilidade: C. glabrata, C.
tropicalis (R), C. albicans (R), C. dubliniensis (S), C. dubliniensis (R), C. albicans (R)
e igual suscetibilidade entre C. tropicalis (S) e C. krusei. Entretanto, diferencas
significativas foram atribuidas apenas entre algumas comparacdes: nos trés
parametros utilizados (CIMp, CIMr e CFM), C. albicans (S) foi significativamente
mais resistente do que C. albicans (R); pela CIMp, constatou-se que C. dubliniensis
(S) foram mais sensiveis do que C. dubliniensis (R) (p=0,031*), e pela CIMy, C.
albicans (S) foi mais resistente do que C. dubliniensis (S) (p=0,047*). Todos os
parametros evidenciaram que os isolados de C. dubliniensis (R) foram mais
sensiveis do que os de C. albicans (R). Nas comparacdes entre C. albicans (R)
versus Candida nao-albicans (R), incluindo C. dubliniensis, todos os parametros

detectaram que C. albicans (R) foram mais sensiveis do que Candida nao-albicans

(R).
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6.1.4 Perfil de suscetibilidade de Candida spp ao 6Oleo essencial de Origanum

vulgare (orégano)

O d6leo essencial de orégano evidenciou atividade antifingica forte a
moderada, com CIMy variando de 200 pg/mL a 800 pg/mL. Manohar et al (2001)
também avaliaram tal atividade, através da microdiluicdo em caldo, e observaram
inibicdo completa do crescimento de C. albicans a 250 pg/mL. Este resultado é
semelhante ao encontrado no presente estudo, onde a atividade antifungica
evidenciou médias aritméticas de CIMs entre 393,3 ug/mL e 386,7 pg/mL para C.
albicans (S) e (R), respectivamente. E importante destacar a intensa atividade
fungicida do Oleo de orégano, pois as CFMs evidenciaram resultados idénticos a
CIMr.

Por outro lado, Manohar et al (2001) encontraram valores para CIMp de
62,5 pg/mL, enquanto no presente estudo, observou-se CIMp na faixa de 245 pg/mL
a 288 pg/mL para C. albicans (S) e (R), respectivamente. Os mesmos autores
avaliaram também, a eficacia terapéutica do 0Oleo essencial de orégano in vivo,
observando que no grupo de animais infectados com C. albicans que recebeu
tratamento através da administracdo oral diaria do 6leo de orégano durante 30 dias,
80% dos animais sobreviveram; tal resultado ndo foi observado no grupo de animais
tratados apenas com Oleo de oliva, 0os quais evoluiram ao 6ébito em 10 dias. Este
achado sinaliza para a necessidade do desenvolvimento de novos estudos in vivo,
utilizando 6leo essencial de orégano para o estabelecimento de parametros como
seguranca terapéutica e adequacéao do uso clinico.

Conforme descrito por Céceres (1999), no presente estudo, identificou-se
também o carvacrol (92,6%) como constituinte majoritario do éleo essencial de
orégano. Da mesma forma, os presentes resultados estdo de acordo com
Sivropoulou et al (1996), que afirmaram que 6leos essenciais do género Origanum
evidenciaram atividade antifiungica contra C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata. As
elevadas concentra¢des de compostos fendlicos e baixas de hidrocarbonetos séo as
provaveis responsaveis pela potente acdo antifungica do O6leo de orégano.
Isoladamente, os constituintes carvacrol e timol sédo responsaveis pela forte atividade

antimicrobiana, ja que outros compostos como y-terpineno e p-cimeno, normalmente
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nao evidenciam tal atividade (SIVROPOULOU et al, 1996; ALIGIANNIS et al, 2001,
ELGAYYAR et al, 2001). E oportuno lembrar que Radudiené et al (2005) observaram
fraca atividade antifingica para Oleos essenciais de orégano que apresentavam
hidrocarbonetos como compostos majoritarios e baixas concentracdes de fendis
(5%).

N&o foi possivel estabelecer uma conformidade de resultados entre CliMp,
CIMr e CFM para as diferentes espécies de Candida frente ao 6leo de orégano.
Quando se considerou CIMp, observou-se que C. tropicalis (R) foi a espécie mais
sensivel. Para CIM+, observou-se C. dubliniensis (R) e para CFM, C. albicans (R) foi
a espécie mais sensivel ao 6leo essencial de orégano. Entretanto, pode-se observar
qgue C. krusei foi a espécie mais resistente. Estatisticamente, evidenciou-se pela
CIMy, que C. dubliniensis (S) foram mais resistentes do que C. dubliniensis (R)
(p=0,029*). Ao excluir C. dubliniensis do grupo de Candida nao-albicans, observou-
se que os isolados Candida néo-albicans (S) e (R) demonstraram-se mais

resistentes do que C. albicans (S) e (R) frente ao 6leo de orégano.

6.1.5 Perfil de suscetibilidade de Candida spp ao 6leo essencial de Thymus vulgaris
(tomilho)

O oleo essencial de tomilho evidenciou CIMs na faixa de 200 pg/mL a
3200 pg/mL. Quanto as CIMy, as médias aritméticas variaram entre moderadas e
fracas, oscilando de 933,3 pg/mL a 2800 pg/mL. Em relagcdo as CFMs, os resultados
obtidos foram muito semelhantes aos achados para CIMy, com médias variando de
946,7 pg/mL a 2800 pug/mL, destacando-se a significativa atividade fungicida do o6leo
essencial de tomilho. A composicdo quimica do 6leo aqui utilizado evidenciou como
constituintes majoritarios o y-terpineno (64%) e o timol (21%). Esta composicéo &
discordante da expressa por Pina-Vaz et al (2004) que encontraram 70,3% de
carvacrol, 11,7% de p-cimeno e 0,6% de timol para o 6leo essencial de tomilho.
Todavia, diferencas entre os constituintes dos 0leos essenciais sédo aceitas devido a
presenca de quimiotipos, diferente época e horario de colheita da planta, método de

extracéo aplicado, entre outros (SIMOES et al, 1999).
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De modo geral, pode-se afirmar que as espécies mais sensiveis ao 6leo de
tomilho foram em ordem decrescente de suscetibilidade: C. dubliniensis (S), C.
tropicalis (S) C. dubliniensis (R), C. albicans (R), C. glabrata, C. albicans (S), C.
tropicalis (R) e C. krusei. Estatisticamente, detectou-se que C. albicans (S) foi
significativamente mais sensivel do que C. albicans (R), pela CIMt (p= 0,026%).
Através dos trés parametros de suscetibilidade (CIMp, CIMt e CFM), C. dubliniensis
(S) foram significativamente mais sensiveis do que C. dubliniensis (R). Da mesma
forma, C. dubliniensis (S) foi mais sensivel do que C. albicans (S) (p<0,01**). C.
albicans (S) foi significativamente mais resistente do que Candida nao-albicans (S)
(incluindo C. dubliniensis) (p<0,001**). Por outro lado, ao comparar C. albicans e
Candida néo-albicans (excluindo-se C. dubliniensis), pode-se verificar através da
CIMt (p=0,007**) e CFM (p=0,018%*), que C. albicans (R) foram significativamente
mais suscetiveis do que Candida nao-albicans (R).

O oleo essencial de tomilho demonstrou atividade moderada a fraca frente a
Candida spp, 0 que estd em desacordo com a atividade antimicrobiana relatada em
diversas publicacdes. Tal fato pode ser explicado pela auséncia de carvacrol e baixo
conteado de timol, bem como pela presenca de y-terpineno como constituinte
majoritario no Oleo utilizado (COSENTINO et al, 1999). O espectro de atividade
antimicrobiana demonstrada pelo y-terpineno estd de acordo com estudos prévios
gue sugerem que hidrocarbonetos sdo o0s compostos com menor eficacia
antimicrobiana (LATTAOUI & TANTAOUI-ELARAKI, 1994). Estes dados também
corroboram com relatos descritos por Simdes et al (1999), de que o elevado teor de
timol e carvacrol é responsavel pelas atividades antibacteriana e antifingica do Oleo
essencial de tomilho que podem ser superiores ao fenol. Ainda, em pesquisa
realizada por Cosentino et al (1999), a atividade antimicrobiana determinada frente a
C. albicans, através do meéetodo da microdiluicdo em caldo, evidenciou CIM de 450
ug/mL para os Oleos essenciais de Thymus capitatus e T. herba-barona ‘a’,
enquanto T. herba-barona ‘b’, caracterizada por maior contetudo fendlico do que os
outros Oleos analisados apresentou CIM de 225 upg/mL. Dentre os compostos
isolados, a-pineno, p-cimeno, y-terpineno e linalol ndo demonstraram atividade
antifingica nas concentracdes testadas, enquanto timol e carvacrol evidenciaram
CIM de 112,5 pg/mL. Este estudo confirmou que a atividade antimicrobiana dos

Oleos essenciais de tomilho é devida, principalmente, ao alto conteudo de
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compostos fendlicos. Em adicdo, efeitos sinérgicos ou antagonistas entre alguns
componentes podem também afetar a atividade antimicrobiana exercida pelos éleos
essenciais. De forma semelhante, Pina-Vaz et al (2004), evidenciaram que os 0leos
de T. vulgaris e T. zygis que apresentaram carvacrol e timol como constituintes
majoritarios, respectivamente, demonstraram atividade antifingica similar, porém
superior ao 6leo de T. mastichina, o qual ndo apresentou carvacrol nem timol, mas
sim 1,8-cineol como constituinte majoritario. Enfim, conclui-se que o 6leo de tomilho
utilizado no presente estudo néo evidenciou a atividade antifungica esperada, fato
gue pode ser explicado, conforme citado anteriormente, devido ao baixo contetudo
de compostos fendlicos nele encontrado. De acordo com Faleiro et al (2002), que
estudaram algumas espécies de Thymus colhidas em diferentes locais de Portugal,
0s Oleos essenciais isolados de tais espécies demonstraram variadas atividades
antimicrobianas, indicando que o espectro de acdo dos 6leos essenciais esta

intimamente relacionado aos seus constituintes.

6.1.6 Perfil de suscetibilidade de Candida spp ao 6leo essencial de Zingiber sp.

(gengibre)

O dleo essencial de gengibre evidenciou varia¢cdes de CIMs de 400 pg/mL a
>3200 pg/mL. Para CIMy, observou-se médias aritméticas entre 1982,6 ug/mL e
>3200 pg/mL, ou seja, o Oleo essencial de gengibre demonstrou atividade
antifingica considerada fraca ou nula nas concentracdes testadas, dependendo da
espécie de Candida avaliada. Em relacdo as CFMs, as médias aritméticas variaram
de 2295,7 pg/mL a >3200 pg/mL, sendo levemente superiores as medias
encontradas para CIMy, indicando, desta forma, acédo fungicida menos potente do
0leo essencial de gengibre quando comparado aos 6leos avaliados anteriormente. A
fraca atividade antifungica do 6leo essencial de gengibre pode ser explicada, pois de
acordo com Chen et al (1985), os principios ativos antimicrobianos de diversas
plantas empregadas como condimentos sao termolabeis, e no caso especifico do
gengibre, os autores relataram reduzida atividade antimicrobiana apds seu

aquecimento. Da mesma forma, as discrepancias observadas entre pesquisas
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envolvendo a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre podem ser
explicadas pelas variacbes de sazonalidade, de geografia e biodiversidade que
interferem nas propriedades farmacolégicas do rizoma (DOUSSOT et al, 2002;
TALLEY et al, 2002; TAVEIRA et al, 2003). Grégio et al (2006) avaliaram as
propriedades antimicrobianas do extrato de gengibre frente a microrganismos
comumente encontrados na cavidade oral tais como Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans, observando-se CIMs de
5000ug/mL para os extratos glicolico e hidroalcodlico, entretanto, o extrato etandlico
e 0 Oleo essencial ndo apresentaram atividade antimicrobiana efetiva nas condi¢des
experimentais empregadas. Lopez et al (2005) analisaram a eficacia de seis 6leos
essenciais, incluindo o de gengibre, frente a C. albicans e outros microrganismos,
observando que o 6leo de gengibre demonstrou-se pouco ativo. Desta forma, os
resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com os dados da literatura,
visto que o 6leo de gengibre demonstrou a menor atividade antimicrobiana, quando
comparado aos 6leos essenciais de orégano, orégano mexicano, canela e tomilho.
Por fim, sugere-se que testes de atividade antimicrobiana utilizando o gengibre
devem ser planejados com Oleo obtido por método que n&do envolva seu
aquecimento, como a extracdo por fluido supercritico, por exemplo, para impedir a
degradacdo de seus principios ativos.

A composicdo quimica do Oleo essencial de gengibre revelou como
constituinte majoritario o zingibereno (20,81%), seguido por a—farneseno (11,36%),
geranial (10,73%), sesquifelandreno (10,45%), a-curcumeno (9,25%), Neral
(7,53%), B-bisaboleno (5,34%), entre outros. Estes resultados sdo parcialmente
similares aos explanados por Lorenzi & Matos (2002), onde a analise fitoquimica de
rizomas de gengibre demonstrou a presenca de 1% a 2,5% de Oleo essencial, em
cuja composicao foram encontrados citral, cineol, borneol, zingibereno e bisaboleno.

De modo geral, observou-se que as espécies mais sensiveis ao Oleo de
gengibre foram em ordem decrescente de suscetibilidade: C. dubliniensis (R), C.
dubliniensis (S), C. albicans (R), C. albicans (S), C. glabrata, C. tropicalis (R) que foi
igual a C. tropicalis (S), e igual a C. krusei. Observou-se estatisticamente, atraves de
CIMr e CFM, que C. dubliniensis (R) foi mais sensivel ao 6leo de gengibre do que C.
dubliniensis (S) (p<0,001**). Também se observou, através dos trés parametros, que
C. albicans (R) é mais resistente do que C. dubliniensis (R). As comparacdes entre C.
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albicans (R) versus Candida nao-albicans (R) (incluindo-se C. dubliniensis) também,
atraveés dos trés parametros, indicaram que C. albicans (R) € mais resistente do que
Candida nao-albicans (R) (p<0,007**).

6.2 Suscetibilidade de C. albicans e C. dubliniensis, sensiveis e resistentes ao
fluconazol, frente a 6leos essenciais extraidos de condimentos, com base na

inibicdo de tubos germinativos.

C. albicans e C. dubliniensis podem se apresentar in vivo sob duas
morfologias diferentes: fase leveduriforme e fase de pseudo-hifas e de hifas
verdadeiras, que constituem a fase filamentosa. A fase leveduriforme é normalmente
predominante durante a colonizacdo de superficies epiteliais, entretanto, a fase
filamentosa tem sido associada com a invasdo de tecidos (ODDS, 1994). Diversos
estudos indicam que isolados de C. albicans incapazes de produzir tubos
germinativos parecem ser menos virulentos (BENSEN et al, 2002; SAVILLE et al,
2003). Neste contexto, a pesquisa por substancias medicamentosas capazes de
inibir a filamentacdo de C. albicans e C. dubliniensis pode ser uma alternativa para o
tratamento de candidiases.

Diante dessas consideracdes, o presente estudo verificou a capacidade de
Oleos essenciais de inibir a formacédo de tubos germinativos por C. albicans e C.
dubliniensis. Para tanto, o presente estudo determinou as menores concentragoes
de Oleo essencial capazes de inibir a formacéo de tubos germinativos de C. albicans
e C. dubliniensis; estas CIMs foram chamadas CIMTG. Ensaios para determinacéo
de CFM envolvendo tubos germinativos ndo foram realizados. Com base na
capacidade dos Oleos essenciais de inibir a formacdo de tubos germinativos,
verificou-se que todos os 6leos foram eficazes, porém, em diferentes concentracdes.
Pdde-se observar, para C. albicans (S) e (R), bem como para C. dubliniensis (S),
CIMTGs variando de 50 pg/mL a >3200 pg/mL para os Oleos de orégano e alecrim,
respectivamente. Deste modo, conclui-se que o 6leo essencial de orégano foi o mais
eficaz, sendo que o 6leo de alecrim apresentou a menor capacidade de inibir tubos
germinativos. Considerando-se todos os Oleos estudados, detectaram-se médias

aritméticas  variando entre 66,07 ug/mL e 2438,1 pg/mL, e entre 112 pug/mL e
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2933,3 pg/mL para C. albicans (S) e (R), respectivamente; ja os isolados de C.
dubliniensis evidenciaram médias de 125,9 ug/mL a 2466,7 ug/mL, estabelecendo-
se, assim, que C. dubliniensis exigiu maior concentracdo de 6leo essencial do que C.
albicans para ter inibida a formacdo de tubos germinativos. Estatisticamente,
do que C. albicans (R), frente aos Oleos de canela (p=0,005**), orégano (p=0,021*) e
alecrim (p=0,041*). Também, observou-se C. albicans (S) foi significativamente mais
sensivel do que C. dubliniensis (S) (p<0,001**) frente ao 6leo essencial de orégano.
Conforme referido anteriormente, C. dubliniensis apresenta-se mais hidrofébica do
gue C. albicans a 37°C (HANZEN et al, 2001), e quanto maior a hidrofobicidade
celular, mais competente é a germinacdo (HANZEN & HANZEN, 1988); assim, pode-
se explicar o resultado obtido no presente estudo, no qual C. dubliniensis requereu
maior concentracdo de Oleo essencial do que C. albicans para ter sua filamentacao
inibida.

Os isolados de C. dubliniensis (R) ndo foram incluidos no ensaio devido a nao
formacao de tubos germinativos por parte dos mesmos. Tal fato pode ter ocorrido
devido a resisténcia ter sido induzida in vitro, o que, possivelmente, alterou algumas
caracteristicas fenotipicas dos isolados, incluindo a propriedade de formar tubos
germinativos.

Ao comparar as médias aritméticas obtidas para os testes de suscetibilidade
in vitro realizados com os 6leos essenciais, detectou-se que os valores encontrados
para CIMTG foram inferiores aos valores de CIMr. Resultados semelhantes foram
observados por D'Auria et al (2005) ao investigar a acdo do 6leo de Lavandula
angustifolia frente a C. albicans, concluindo que o 6leo inibiu a formagéo de tubos
germinativos em concentragcbes menores que a CIM. Salgueiro et al (2003b),
também observaram tal fato ao testar a capacidade do 6leo essencial de Origanum
virens de inibir a filamentacdo por Candida spp. Pina-Vaz et al (2004) avaliaram a
acdo dos 6leos essenciais de Thymus vulgaris, T. zygis e T. mastichina sobre a
formacdo de tubos germinativos em C. albicans, observando também, que
concentragbes abaixo dos valores da CIM inibiram a formacdo de tubos
germinativos. Com base nestas consideracdes, conclui-se que os 0leos essenciais
necessitam de concentracdes menores para inibir a formacao de tubos germinativos,
ou seja, podem ser efetivos contra o dimorfismo de C. albicans e C. dubliniensis e,

consequentemente, reduzir a progressdo fungica e invasdo de tecidos devido a
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redugéo da viruléncia. Os resultados obtidos no presente estudo s&o bastante
semelhantes aos encontrados por Manohar et al (2001), que observaram CIMTG de
62 pg/ml para o 6leo essencial de orégano sobre a formacgéo de tubos germinativos

em C. albicans, e no presente estudo a CIMTG foi 66,07 pg/mL.

6.3 Consideracdes finais

Os parametros de suscetibilidade CIM e CFM indicaram que os O6leos
essenciais de Cinnamomum zeylanicum (canela), Lippia graveolens (orégano
mexicano), Origanum vulgare (orégano) e Thymus vulgaris (tomilho) foram
fungistéaticos e fungicidas para todas as espécies de Candida estudadas, incluindo
os isolados resistentes ao fluconazol. Todavia, Zingiber officinale (gengibre) né&o
demonstrou eficacia frente a C. krusei e C. tropicalis. Em adicdo ao amplo espectro
de atividade antifingica dos Oleos essenciais citados, cabe destacar que
concentragdes semelhantes de Oleo essencial foram capazes de inibir o crescimento
fungico ou de serem fungicidas para isolados originalmente sensiveis e resistentes
ao fluconazol. Além disso, alguns dos 6leos também demonstraram moderada
atividade contra espécies de Candida que naturalmente apresentam elevadas CIMs
ao fluconazol, tais como C. glabrata e C. krusei. Diante destas consideracoes, faz-se
necessaria a continuidade de pesquisas envolvendo atividade antifiungica de 6leos
essenciais, pois os resultados do presente estudo indicam a eficicia destes produtos
naturais frente a isolados resistentes ao fluconazol. Desta forma, os 0leos essenciais
podem, futuramente, se constituir numa alternativa de terapia ou profilaxia para os
casos de candidiase orofaringea que nao respondem ao tratamento com fluconazol.
Com base na observacao que os 6leos essenciais séo ativos frente a espécies tanto
sensiveis quanto resistentes ao fluconazol, sugere-se que, possivelmente, 0s
mecanismos envolvidos no desenvolvimento de resisténcia aos azolicos, tais como a
superexpressao ou a mutacdo do gene ERG11 (MARICHAL et al, 1999), ou
superexpressao de genes CDR e MDR que codificam bombas de efluxo (PRASAD et
al, 1995; SANGLARD et al, 1995; WHITE et al, 1998), entre outros, ndo se
manifestam frente aos Oleos essenciais, com excec¢do para C. krusei e C. glabrata

gue naturalmente apresentam superexpressao dos genes que codificam bombas de
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efluxo (MARICHAL et al, 1995). Neste sentido, Mondello et al (2003) tentaram induzir
resisténcia ao 0leo de Melaleuca alternifolia (arvore do cha) in vitro, ndo obtendo
resultados favoraveis. Entretanto, deve-se averiguar quanto a ocorréncia de uma
resposta adaptativa que pode resultar na reprogramacao da expressdo gendmica
para proteger a parede celular da desintegracdo por monoterpenos e outros
compostos de natureza lipofilica (PARVEEN et al, 2004).

Entre os 6leos essenciais estudados, 0os que apresentaram carvacrol e timol
como constituintes majoritarios demonstraram-se mais eficientes. A potente acéao do
carvacrol e do timol como agentes antimicrobianos tem sido bastante reconhecida
(LATTAOUI & TANTAOUI-ELARAKI, 1994). O espectro da atividade antimicrobiana
apresentado pelo 6leo essencial de tomilho, que evidenciou o y-terpineno como
composto majoritério, estd de acordo com estudos prévios demonstrando que
hidrocarbonetos sédo compostos com fraca atividade antimicrobiana (LATTAOUI &
TANTAOUI-ELARAKI, 1994). Cabe destacar, também, que embora o carvacrol e o
timol contribuam significativamente para a atividade antimicrobiana dos Oleos
essenciais, componentes presentes em menores quantidades podem exercer
atividade antimicrobiana (LATTAOUI & TANTAOUI-ELARAKI, 1994). Em adicao,
efeitos sinérgicos ou antagonistas entre alguns componentes podem afetar a
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais. A acdo sinérgica do carvacrol e do
timol contra algumas bactérias esta bem comprovada (DIDRY et al, 1993). Conforme
Cosentino et al (1999), o alto conteddo de p-cimeno pode antagonizar a acdo
antimicrobiana dos fendis, resultando em reduzida atividade.

E importante destacar as dificuldades de comparar os resultados obtidos com
dados publicados na literatura, pois muitas vezes, apenas o0 home comum da planta
€ especificado, mas nao o botanico, bem como n&o séo fornecidos os dados sobre a
composi¢cdo quimica do Oleo. Da mesma forma, ha muitos métodos diferentes de
avaliacdo antimicrobiana disponiveis, e os resultados obtidos por estes ndo séo
diretamente comparaveis. Neste contexto, as discrepancias encontradas em
resultados obtidos em diferentes pesquisas podem ser explicadas.

O interesse pela medicina natural aumentou notavelmente nos ultimos anos
como consequéncia aos efeitos colaterais de drogas convencionais, bem como pela
emergéncia da resisténcia antimicrobiana aos farmacos disponiveis. Com base nos
resultados obtidos no presente estudo, pode-se constatar a potente atividade

antifingica in vitro frente a Candida spp, sobretudo dos O6leos essenciais que
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possuem alta concentracdo de compostos fenolicos como o orégano, orégano
mexicano, e tomilho, embora este tenha demonstrado reduzida atividade no
presente estudo. Diante destas consideracdes, 0s Oleos essenciais de Origanum
vulgare e Lippia graveolens, entre outros, podem representar uma alternativa as
industrias quimica e farmacéutica na manipulagcdo de novos produtos com
significativo potencial antimicotico. Além disso, comprovou-se outra grande
vantagem dos Oleos essenciais que € a capacidade de inibirem leveduras
resistentes ao fluconazol, e consequentemente a outros antifingicos como
itraconazol, ravuconazol, cetoconazol e voriconazol que podem evidenciar
resisténcia cruzada com este farmaco (MULLER et al, 2000; PFALLER et al, 2004).
Com base no presente estudo, sugere-se 0 desenvolvimento de novas pesquisas
sobre a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais incluindo, além de Candida
spp, outras espécies fungicas oportunistas como Cryptococcus neoformans e
Aspergillus fumigatus que causam infec¢des graves e de dificil tratamento. Torna-se
importante também, a pesquisa de atividade sinérgica entre diferentes oOleos
essenciais, bem como entre 6leos e agentes antifungicos. Em consequéncia, ha
subsidios para embasar uma avaliacdo extensa e apropriada, incluindo
investigacOes pré-clinicas e clinicas para a utilizagdo de 6leos essenciais de forma
profilatica através da ingestdao de pequenas doses diarias por pacientes que tém
grande risco de desenvolver candidiases refratarias aos tratamentos com

antifangicos azolicos.
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7 CONCLUSOES

7.1 Atividade fungistatica de Oleos essenciais extr  aidos de condimentos
frente a leveduras do género Candida, sensiveis e resistentes ao fluconazol,

atraves da determinacao da CIM p e CIMr.

1. Verificou-se que os O6leos essenciais de salvia, manjericdo e alecrim nao
demonstraram atividade fungistatica frente a Candida spp nas concentracdes

testadas.

2. De modo geral, a melhor atividade fungistéatica foi observada no éleo essencial de

orégano, seguido pelo orégano mexicano, canela, tomilho e gengibre.

3. C. krusei foi a espécie mais resistente aos 6leos essenciais, apresentando CIMs

mais elevadas.

4. CIM+ foi considerada como melhor parametro do que a CIMp para se avaliar

atividade antifingica de 6leos essenciais devido a sua maior reprodutibilidade.

5. Verificou-se que o0s Oleos essenciais que possuem elevado conteudo de
compostos fendlicos, como o carvacrol e o timol, evidenciam forte atividade frente a

Candida spp.
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7.2  Concentracao fungicida minima (CFM) dos 6leos e  ssenciais extraidos de
condimentos frente a leveduras do género Candida sensiveis e resistentes ao

fluconazol.

1. Os 6leos essenciais de canela, orégano mexicano, orégano, tomilho e gengibre
evidenciaram atividade fungicida frente ao género Candida, com excecédo do 6leo de
gengibre frente a C. krusei e C. tropicalis (S) e (R).

2. De modo geral, a melhor atividade fungicida foi observada pelo 6leo essencial de

orégano, seguida pela dos 6leos de orégano mexicano, canela, tomilho e gengibre.

7.3 Comparacdo entre a suscetibilidade de  C. dubliniensis e C. albicans,

sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente aos 6 leos essenciais em estudo.

1. De modo geral, os isolados de C. dubliniensis foram mais sensiveis aos 0leos

essenciais do que os isolados de C. albicans.

7.4  Comparacao dos perfis de suscetibilidade de C. albicans e nao-albicans

frente aos 6leos essenciais em estudo.

1. N&o foi possivel caracterizar C. albicans como sendo mais ou menos sensivel do
que Candida n&o-albicans frente aos O6leos essenciais, devido a variacdes

observadas nos resultados.
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7.5 Determinagdo da menor concentracdo de Oleo esse  ncial capaz de inibir a
emissdo de tubo germinativo (CIMTG) em C. albicans e C. dubliniensis

sensiveis e resistentes ao fluconazol.

1. Todos os 0leos essenciais estudados foram capazes de inibir a formacédo de tubo

germinativo em C. albicans e C. dubliniensis sensiveis e resistentes ao fluconazol.

2. A melhor atividade inibitdria foi observada como o 6leo de orégano, seguida pelo
Oleo essencial de orégano mexicano, tomilho, canela, gengibre, manjericao e salvia;

0 Oleo de alecrim foi o menos efetivo.

3. De modo geral, C. albicans foi mais sensivel do que C. dubliniensis, requerendo
menores concentracdes de O6leo essencial para inibir a formacdo de tubo

germinativo.

4. C. albicans (S) foi mais sensivel do que C. albicans (R).

5. As concentracfes de Oleos essenciais capazes de inibir a emissdo de tubos

germinativos (CIMTG) foram sempre inferiores as CIMs e CFMs.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1 — Preparacao dos meios de cultura utili ~ zados no estudo

9.1.1 Agar Sabouraud

T 0] (0] I NPT UPPPTPPIN 10g
DEXITOSE ..ttt e e e 209
o T L SRR 159
Yo (VT e L=t 11 F=To = W TR o TR 1000mL

Adicionar o agar a agua destilada e ferver até a solubilizacdo completa.
Adicionar os outros compostos a mistura e esterilizar em autoclave a 121°C durante

15 minutos.

9.1.2 Meio RPMI 1640

10,4g de RPMI-1640 em p6 (com glutamina e vermelho fenol, sem bicarbonato);
34,53g de tampao MOPS (acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico);

Dissolver o meio em p6 em 900mL de agua destilada. Acrescentar o MOPS
(concentracdo final de 0,165mol/L), agitando até dissolver. Ajustar o pH para 7,0 a
25T, usando hidréxido de sddio 1mol/L. Acrescentar agua adicional para ajustar o

volume final de 1 L. Esterilizar por filtragem e armazenar a 4°C.
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9.1.3 Caldo fase M

YNB (Yeast NItrogen DASE).........oovvviiiiiiiiiii it s e e e e e e e e aeaannnes 3,359
NAG (N-acetil-gluCOSAMING) .......uuiiiiiiiiieee e eeeeeeeeaaans 0,221g
1 {0 1o = SRRSO 0,115¢g
TaAMPAO FOSTALO ... e e e e e e e e e e e e 1000mL

Tampao fosfato

NN E= i Y = T 1,629
KaHP O oo et e e e e ee e et s e e e e ee e 4,69
y o UE= e L= M =3 o T 1000mL

Os componentes sélidos sdo dissolvidos no tampéo fosfato e a solucao resultante,

apos esterilizacao por filtracédo, é conservada a 4°C.

9.2 Anexo 2 — Cromatogramas dos 6leos essenciais e espectros de massas

dos seus componentes majoritarios.



9.2.1 Cromatograma do 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum (canela)
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Area Percent Report -- Sorted by Signal
Information from Data File:
File : D:\HPCHEM\1\DATA\GERAL\CANELA.D
Operator : T.G.SCHWANZ
Acquired : 30 Aug 2006 1:13 am using AcgMethod GERAL

Sample Name: CANELA
Misc Info
Vial Number: 13

CurrentMeth: D:\HPCHEM\1\METHODS\GERAL.M

Abundance

4e+07

3.5e+07

3e+07

2.5e+07

2e+07

1.5e+07

1e+07

5000000

00

TIC: CANELA.D

12.31
\

Y A AR U
[Time--> 4.00 6.00 8.00

10.00

L B 1 T T T T T

Tt T
12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

L e a

26.00

T
28.00

Retention Time Area

Area % Ratio %

Total Ion Chromatogram
8.136 615792000
8.896 16314830
9.834 11856508
12.307 16083303

93.295 100.000
2.472 2.649
1.796 1.925
2.437 2.612
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9.2.1.1 Espectro de massas do Z-isoeugenol

Abundance TIC: CANELA.D
14

4e+07
3.5e+07
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0 R e e T T T T T
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IAbundance Scan 1058 (8.135 min): CANELA.D
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9.2.2 Cromatograma do 6leo essencial de Lippia graveolens (orégano mexicano)

Area Percent Report -- Sorted by Signal

Information from Data File:

File : D:\HPCHEM\1\DATA\GERAL\LIPPIA.D
Operator : T.G.SCHWANZ
Acquired : 29 Aug 2006 8:32 pm using AcgMethod GERAL

Sample Name: LIPPIA

Misc Info

Vial Number: 6

CurrentMeth: D:\HPCHEM\1\METHODS\GERAL.M

IAbundance TIC: LIPPIA.D
3.5e+07
3e+07 4.22
2.5e+07
2e+07
1.5e+07
1e+07

5000000

3.2 743 8.908
c|.,,',.q.,,,.,.t, L
Time--> 4.00 6.00 8.00

Y TT T T T T T T

T T
14.00  16.00  18.00

LANNLIN B B S s T

T ——T
20.00 22.00 24.00 26.00

T USRI
10.00 12.00 28.00

Retention Time Area Area % Ratio %

Total Ion Chromatogram

3.766 11432164 1.102 1.942
4.120 12717163 1.226 2.160
4.220 333930111 32.200 56.711
4.620 37411723 3.607 6.354
7.431 22484384 2.168 3.819
7.540 588823976 56.778 100.000
8.897 18737670 1.807 3.182
9.281 11518857 1.111 1.956




9.2.2.1 Espectro de massas do o-cimeno
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9.2.2.1 Espectro de massas do carvacrol

Abundance

3.5e+07
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5000000
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9.2.3 Cromatograma do 6leo essencial de Ocimum basilicum (manjericéo)

Area Percent Report -- Sorted by Signal
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Information
File
Operator
Acquired

Sample Name:

Misc Info

Vial Number:

from Data File:

D: \HPCHEM\1\DATA\GERAL\MANJERIC.D

T.G.SCHWANZ

29 Aug 2006 11:28 pm using AcgMethod GERAL

MANJERIC

10

CurrentMeth: D:\HPCHEM\1\METHODS\GERAL.M
/Abundance TIC: MANJERIC.D
3e+07 5/13
4.32
2.5e+07
2e+07
1.5e+07
5.75
1e+07
8.12
5000000 9.54 ;
11.15
7 X
Lo e
Time--> 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00
Retention Time Area Area % Ratio %
Total Ion Chromatogram
3.160 14330994 1.131 3.623
3.354 11569113 0.913 2.925
3.599 11548071 0.911 2.920
3.669 22634798 1.787 5.722
3.765 12515900 0.988 3.164
4.270 22957015 1.812 5.804
4.320 299111275 23.609 75.619
4.954 7389836 0.583 1.868
5.014 17176741 1.356 4.343
5.129 395549264 31.221 100.000
5.750 162203582 12.803 41.007
6.317 26711411 2.108 6.753
8.122 102360642 8.079 25.878
8.539 10691405 0.844 2.703
8.896 21202082 1.673 5.360
9.003 17151494 1.354 4.336
9.545 61263974 4.836 15.488
9.866 6050459 0.478 1.530
11.146 44528943 3.515 11.257
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9.2.3.1 Espectro de massas do 1,8-cineol

bundance TIC: MANJERIC.D
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9.2.3.2 Espectro de massas do linalol
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bundance TIC: MANJERIC.D
{K 36407 1
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9.2.4 Cromatograma do 6leo essencial de Origanum vulgare (orégano)

Area Percent Report -- Sorted by Signal
Information from Data File:
File : D:\HPCHEM\1\DATA\GERAL\OREGANO.D
Operator : T.G.SCHWANZ
Acquired : 29 Aug 2006 9:07 pm using AcgMethod GERAL

Sample Name: OREGANO

Misc Info

Vial Number: 7

CurrentMeth: D:\HPCHEM\1\METHODS\GERAL.M

Abundance TIC: OREGANO.D
1.4e+08 7156

1.2e+08
1e+08
8e+07
6e+07
4e+07

2e+07
4.22

[4.62 743
ot S

T T USRI SUS W
Time--> 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00

T T T T T

28.00

Retention Time Area Area % Ratio %

Total Ion Chromatogram

4.216 112022434 4.562 4.926
4.620 21990508 0.896 0.967
7.431 47444103 1.932 2.086

7.560 2274204659 92.611 100.000
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9.2.4.1 Espectro de massas do carvacrol

Abundance TIC: OREGANO.D
7.56
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9.2.5 Cromatograma do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis (alecrim)

Area Percent Report -- Sorted by Signal
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Information

File
Operator

Acquired
Sample Name:
Misc Info

from Data File:

D: \HPCHEM\ 1\DATA\GERAL\ALECRIM.D
T.G.SCHWANZ

29 Aug 2006
ALECRIM

Vial Number: 8

9:42 pm using AcgMethod GERAL

CurrentMeth: D:\HPCHEM\1\METHODS\GERAL.M
|Abundance TIC: ALECRIM.D
4/32
2e+07 5.75
15e+07{ 316
1e+07 36
5000000
6HR7
8.90
4p2 L
- e
Time--> 4.00 6.00 8.60 10.00 1 2!00 14.00 1 6!00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00
Retention Time Area Area % Ratio %
Total Ion Chromatogram
3.163 183651393 19.814 69.308
3.355 109021776 11.762 41.144
3.670 40234983 4.341 15.184
4.216 6696750 0.722 2.527
4.271 50129022 5.408 18.918
4.320 264976909 28.588 100.000
5.751 243859245 26.309 92.030
8.897 28319813 3.055 10.688




9.2.5.1 Espectro de massas do 1,8-cineol
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9.2.5.2 Espectro de massas da canfora

Abundance TIC: ALECRIM.D
| 5.75
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bundance Scan 640 (5.748 min): ALECRIM.D
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9.2.6 Cromatograma do 6leo essencial de Salvia officinalis (salvia)

Area Percent Report -- Sorted by Signal
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Information

File

Operator
Acquired

from Data File:

D: \HPCHEM\ 1\DATA\GERAL\SALVIA.D

T.G.SCHWANZ

30 Aug 2006 12:03 am using AcgMethod GERAL

Sample Name: SALVIA
Misc Info
Vial Number: 11
CurrentMeth: D:\HPCHEM\1\METHODS\GERAL.M
Abungdal TIC: SALVIA.D
%&Wl 5|24
2.5e+07
2e+07
1.5e+07
5.75
1e+07
4.32
5000000{ 316
Tig%‘, 7 §.3p.05 735 8.9%g 10.71 1471
c,‘,,',,,u....i,_,l“.l,L.,,,.,.,,‘,.,T.,,,,.,,1.,,.1,‘,.;,,.,.,.,,.,,,
Time--> 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00
Retention Time Area Area % Ratio %
Total Ion Chromatogram
3.161 47720386 4.819 11.868
3.354 24852076 2.510 6.181
3.669 10935026 1.104 2.720
4.268 14781242 1.493 3.676
4.316 74692391 7.543 18.576
5.235 402092384 40.607 100.000
5.366 149398499 15.088 37.155
5.749 137628113 13.899 34.228
6.051 21919194 2.214 5.451
7.351 19113106 1.930 4.753
8.896 24203533 2.444 6.019
9.280 16912354 1.708 4.206
10.708 28619604 2.890 7.118
14.710 17343793 1.752 4.313
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9.2.6.1 Espectro de massas da cis-tujona

burbdealeF 55 TIC: SALVIA.D
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9.2.7 Cromatograma do Oleo essencial de Thymus vulgaris (tomilho)

Area Percent Report -- Sorted by Signal
Information from Data File:
File : D:\HPCHEM\1\DATA\GERAL\TOMILHO.D
Operator : T.G.SCHWANZ
Acquired : 29 Aug 2006 10:17 pm using AcgMethod GERAL

Sample Name: TOMILHO
Misc Info :
Vial Number: 9

CurrentMeth: D:\HPCHEM\1\METHODS\GERAL.M

Abundance TIC: TOMILHO.D
4/63
6e+07
5e+07
4e+07
3e+07
2e+07
42 7.43
1e+07
0 QS
e o s e o S e o ) I L S L ) B B
Time--> 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00
Retention Time Area Area % Ratio %
Total Ion Chromatogram
3.670 11836842 1.038 1.624
4.217 159340550 13.979 21.858
4.627 728990732 63.953 100.000
7.430 239724160 21.030 32.884
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9.2.7.1 Espectro de massas do y-terpineno

rbg%"e%? TIC, TOMILRO.D
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9.2.8 Cromatograma do Oleo essencial de Zingiber sp. (gengibre)

Area Percent Report -- Sorted by Signal
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Information
File
Operator
Acquired

Sample Name:

Misc Info

Vial Number:
CurrentMeth:

from Data File:

D: \HPCHEM\ 1\DATA\GERAL\GENGIBRE.D

T.G.SCHWANZ

30 Aug 2006 12:38 am using AcgMethod GERAL

GENGIBRE

12

D: \HPCHEM\ 1\METHODS\GERAL .M

Abundance
7000OOOI

6000000
5000000
4000000
3000000
2000000

1000000 3.

3.354.30

7.14

4.00 6.00 8.00

TIC: GENGIBRE.D
65

0,85

—T

T

S i e e e e e e e e e
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

L
26.00 28.00

Retention Time Area

Area % Ratio %

Total Ion Chromatogram

3.161
.354
.765
.297
.798
.933
.142
.368
.509
.650
.725
.783
.952

LWOVWLVWLVWVWOJOO P WW

10118728
29445883
5454831
53778207
39252460
9167232
55917506
19854642
48190866
108410804
59188283
27830384
54458746

1.942 9.334
5.651 27.161
1.047 5.032
10.321 49.606
7.533 36.207
1.759 8.456
10.731 51.579
3.810 18.314
9.248 44.452
20.805 100.000
11.359 54.596
5.341 25.671
10.451 50.234




9.2.8.1 Espectro de massas do zingibereno
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