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Resumo

A resisténcia aos antifungicos é um problema na salde global, sendo necessario buscar alternativas de controle e
tratamento. Ha relatos cientificos que evidenciam o potencial de acéo antigfiingica de 6leos essenciais. A pesquisa teve
como objetivo principal avaliar o perfil de sensibilidade da C. albicans através do uso de 6leos essenciais. Tratou-se de
um estudo experimental com abordagem quantitativa da acdo antifingica de 6leos essenciais frente a cepa C. albicans
ATCC, obtidas comercialmente. Efetuou-se a sele¢do dos 6leos essenciais através das recomendagdes da Farmacopeia
Brasileira. A cepa foi mantida em repiques sucessivos em meio de cultura TSA, até utilizagdo nos testes de
suscetibilidade. A atividade antifungica dos 6leos essenciais foi realizada pela técnica da difusdo em &gar em pocos.
Constatou-se que todos os Gleos essenciais conseguiram sensibilizar a cepa C. albicans. Com destaque para C. cassia
com formagdo de halo de inibicdo de 40mm de didmetro e menor poténcial ao E. globulus com halo de inibicdo de
12mm. O presente estudo evidenciou que os dleos essenciais testados possuem propriedades antifingicas sobre a cepa
C. albicans, entretanto, com distintos perfis de suscetibilidade. Além disso, os dados obtidos permitem expandir o
conhecimento acerca dos produtos de origem vegetal com potencial antiflingico. Sugere-se que novas pesquisas devem
ser realizadas nesta linha de investigacdo com o proposito de identificar outros 6leos essencias com essa agao e seus
fitoconstituintes.

Palavras-chave: Oleos essenciais; Atividade antif(ngica; Farmacorresisténcia fingica; Candida albicans.

Abstract

Resistance to antifungal agents is a problem in global health, and it is necessary to seek alternatives for control and
treatment. There are scientific reports that show the potential for antifungal action of essential oils. The main objective
of the research was to evaluate the sensitivity profile of C. albicans through the use of essential oils. It was an
experimental study with a quantitative approach of the antifungal action of essential oils against the C. albicans ATCC
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strain, obtained commercially. The selection of essential oils was carried out through the recommendations of the
Brazilian Pharmacopoeia. The strain was kept in successive repetitions in TSA culture medium, until use in the
susceptibility tests. The antifungal activity of the essential oils was performed by the technique of diffusion in agar in
wells. It was found that all essential oils were able to sensitize the C. albicans strain. With emphasis on C. cassia with
formation of an inhibition halo of 40mm in diameter and lower potential for E. globulus with an inhibition halo of
12mm. The present study showed that the essential oils tested have antifungal properties on the C. albicans strain,
however, with different susceptibility profiles. In addition, the data obtained allow expanding the knowledge about
products of plant origin with antifungal potential. It is suggested that further research should be carried out in this line
of investigation with the purpose of identifying other essential oils with this action and their phytoconstituents.
Keywords: Essential oils; Antifungal activity; Fungal pharmacoresistance; Candida albicans.

Resumen

La resistencia a los antiflngicos es un problema de salud mundial, y es necesario buscar alternativas de control y
tratamiento. Hay informes cientificos que muestran el potencial de accién antiflngica de los aceites esenciales. El
objetivo principal de la investigacion fue evaluar el perfil de sensibilidad de C. albicans mediante el uso de aceites
esenciales. Se traté de un estudio experimental con enfoque cuantitativo de la accion antifingica de los aceites esenciales
frente a la cepa C. albicans ATCC, obtenida comercialmente. La seleccion de los aceites esenciales se realizo a través
de las recomendaciones de la Farmacopea Brasilefia. La cepa se mantuvo en sucesivas repeticiones en medio de cultivo
TSA, hasta su uso en las pruebas de susceptibilidad. La actividad antiflingica de los aceites esenciales se realizd
mediante la técnica de difusién en agar en pocillos. Se encontrd que todos los aceites esenciales fueron capaces de
sensibilizar a la cepa C. albicans. Con énfasis en C. cassia con formacion de halo de inhibicion de 40mm de diametro
y menor potencial para E. globulus con halo de inhibicién de 12mm. El presente estudio mostré que los aceites
esenciales probados tienen propiedades antifingicas sobre la cepa C. albicans, sin embargo, con diferentes perfiles de
susceptibilidad. Ademas, los datos obtenidos permiten ampliar el conocimiento sobre productos de origen vegetal con
potencial antifdngico. Se sugiere realizar méas investigaciones en esta linea de investigacion con el fin de identificar
otros aceites esenciales con esta accion y sus fitoconstituyentes.

Palabras clave: Aceites esenciales; Actividad antifingica; Farmacorresistencia flngica; Candida albicans.

1. Introducéo

Os microrganismos patogénicos sdo seres com rapida transmissibilidade e estdo presentes em diversos locais desde o
corpo humano até no meio ambiente (Byrd et al., 2018). As doengas infecciosas causadas por bactérias e fungos provocam
milhares de mortes em todo o mundo (Balloux & Van Dorp, 2017). A medida que as bactérias patogénicas se tornam mais
resistentes aos antimicrobianos, os fungos também desenvolvem fortes defesas, tornando-os perigosos para satde global (Fisher
etal., 2022).

As InfecgBes fingicas caracterizadas por resisténcia aos principios ativos sdo consideradas um problema crescente em
ambiente hospitalar nos Gltimos anos (Chaabane et al., 2019, De Oliveira & Rodrigues, 2020). Esses agentes patogénicos podem
contaminar todo o corpo e causar sérios danos a varios 6rgaos humanos (Rokas, 2022). Alguns fatores contribuem para o aumento
dessa resisténcia, como: o uso indiscriminado de antimicrobianos, a ma administracdo da farmacoterapia, a prescri¢do
inadequada para infecgdes assintomaticas e o desconhecimento farmacolégico (Revie et al., 2018).

E fundamental manter uma abordagem terapéutica cautelosa com os programas de administracdo de antimicrobianos
(Chernov et al., 2019). Além disso, ha outras condutas necessérias antes de prescrever um medicamento como o relatério de
rastreabilidade de infec¢des e o controle da dispensacdo desses farmacos (Mcewen et al., 2018).

A medicina tradicional € uma importante fonte de compostos potencialmente Uteis para o desenvolvimento de agentes
terapéuticos no tratamento de infec¢des com evidéncias clinicas satisfatdrias e menos toxicidades (Li & Weng, 2017). Considera-
se assim 0 uso de especiarias e plantas medicinais uma alternativa acessivel para a eliminagdo dos microrganismos resistentes a
medicamentos (Nazzaro et al., 2017).

Em diversas espécies de plantas é possivel extrair bioativos com atividades antifungica, antibacteriana e antioxidantes
(Ingok et al., 2020, Benoutman et al., 2022). Entre eles, os 6leos essenciais (OE) apresentam efetividade sobre cepas fungicas

(D'agostino et al., 2019). Tornando-lhe um possivel recurso na farmacoterapia (FeYaerts et al., 2018).
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Consideram-se o Cinnamomum cassia e a Eugenia caryophyllata espécies vegetais com atividade antiflngica (Brochot
etal., 2017, Liu et al., 2017). A espécie C. cassia, popularmente conhecida como canela, tem como principal fitoconstituinte o
cinamaldeido (Figueiredo et al., 2017). Substancia extraida do 6leo da casca com agdo inibitéria no crescimento de
microrganismos (Sharifi-Rad et al., 2017, Butzge et al., 2020). Outro composto quimico com este mesmo efeito é o Eugenol
(Nisar et al., 2021). Ele pode ser encontrado na espécie E. caryophyllata (Sohilait et al., 2018). Diversos estudos indicam que
essa molécula tem efeito antimicrobiano e antioxidante (Marchese et al., 2017, Semnani et al., 2018), além de anti-inflamatério
(Han & Parker, 2017).

Outros extratos fitoquimicos com acdo antiflingica sdo obtidos a partir da Melaleuca alternifélia e o Eucalyptus globulus
(Iseppi et al., 2021). A M. alternifélia € uma planta de pequeno porte mais conhecida como Tea Tree, rica em monoterpenos
(Liuetal., 2019, Da Silva et al., 2019). Estes metabolitos tem sido amplamente utilizado no tratamento de enfermidades fungicas
(Da Silva et al., 2021) e bacterianas (Gioppo et al., 2019).

As folhas do E. globulus sdo uma das fontes naturais mais utilizadas na satde (Monteiro et al., 2020). Ela possui altas
concentragdes em 1,8-cineol e alfa-pineno (Abdellah et al., 2021). Seus compostos previnem o desenvolvimento de fungos como
Candida albicans, assim reduzindo sua viruléncia (Sukhikh et al., 2022).

Grande parte das espécies de Candida sdo saprofitas e fazem parte da microbiota normal humana (Hameed et al., 2021).
No entanto, quando ha o comprometimento do sistema imune, esses microrganismos tornam-se patogénicos (De Araudjo et al.,
2020).

A candidiase é uma infeccdo fungica causada pela familia Candida sp, sendo a espécie albicans a mais comum (Pereira
et al., 2021). Outras espécies de Candida sdo: C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata (Staniszewska et al., 2020,
Lindberg et al., 2019). Vérios fatores de risco podem contribuir para o surgimento dessa doenca e também ha variedades na
sintomatologia (Pappas et al., 2018, Lara & Zeichner, 2020).

Além disso, a candidiase tem maior incidéncia em mulheres, onde o fungo reside como comensal nas cavidades
mucocuténeas da vagina e do intestino (Yano et al., 2019, Paludo, Marin, 2018). Diante desse panorama, surge a necessidade de
desenvolver novos antifingicos de origem natural que possam ser uma alternativa menos agressiva a sade humana (Augostine
& Avery, 2021, Aldholmi et al., 2019).

Portanto, os dleos essenciais apresentam diversas aplicabilidades clinicas, dentre elas, a acéo antifingica (Whiley et al.,
2017). Tornando um recurso terapéutico valioso (Silva et al., 2020). Neste sentido, esse presente estudo tem como objetivo

principal avaliar o perfil de sensibilidade da C. albicans através do uso de dleos essenciais.

2. Metodologia
2.1 Tipo de estudo

Tratou-se de um estudo experimental com abordagem quantitativa da acéo antifingica de 6leos essenciais frente a cepa
de levedura ATCC obtida comercialmente. Considera-se como um estudo quantitativo um metddo de obtencgéo de dados a partir
da aplicagdo de técnicas de mensuracédo de informacdes a partir da realizacdo de analises controladas com resultados numéricos

gue complementam os dados qualitativos obtidos (Lakatos & Marconi, 2021).

2.2 Selecao dos 6leos essenciais
Efetuou-se a selecdo dos dleos essenciais com acgdo antimicrobiana através das recomendacbes da Farmacopeia
Brasileira (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria [ANVISA], 2019). Os 6leos essenciais selecionados foram a Cinnamomum

cassia, Eugenia caryophyllus, Melaleuca alternifélia e Eucalipto globulus obtidos comercialmente.
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2.3 Amostras micoldgicas

Para a realizacdo da pesquisa foi utilizada cepa ATCC (American Type Culture Collection) adquiridas comercialmente,
sendo ela da espécie Candida albicans (ATCC 76485). A amostra foi reativada e cultivada em Agar Saboraud Dextrose, todo o
procedimento foi realizado no laboratério de Microbiologia do Centro Universitario de Ciéncias e Tecnologia do Maranhao —

UniFacema, onde foram realizados os testes de susceptibilidade aos 6leos vegetais.

2.3.1 Preparo dos meios de cultura para os testes de suscetibilidade

As placas para os testes de suscetibilidade foram formadas de duas camadas. Para a formacédo da primeira, composta de
agar-agar, foram utilizados 10,6 gramas do agar diluidos em 300 ml de agua destilada, conforme recomendacédo do fabricante.
Essa mistura foi agitada suavemente e levada ao micro-ondas até dissolucdo total do meio de cultura. Aliquotas de 15 ml desse
meio foram postas em tubos de ensaio e esterilizadas na autoclave a temperatura de 120 °C por 15 minutos. Apds esterilizagdo
as aliquotas foram entornadas em placas de Petri, com tamanho de 90 x 15 mm descartaveis esterilizadas (Pleion ®), as quais
foram postas em repouso até solidificacdo do meio de cultura. A segunda camada fora composta de dgar Muller-Hinton. Para
tanto, 3,69 de soluto foram diluidas em 300 ml de agua destilada. Aliquotas de 13ml desse meio foram postas em tubos de ensaio

e esterilizadas na autoclave & temperatura de 120 °C por 15 minutos.

2.3.2 Preparo do intculo bacteriano

Por meio uma al¢a de platina esterilizada foi realizada a inoculagdo dos microrganismos recentemente repicados, em
tubos de ensaio com 1 ml de solugdo salina e apds essa inoculagdo foi obtido a turbidez com base na escala 0,5 de Mac Farland
(MF).

2.3.3 Preparo das placas para a realizacdo dos testes de suscetibilidade

Para a preparacgdo das placas para a realizagdo do teste com os 6leos essenciais, retirou-se 1 ml da suspensdo flngica
foi adicionada aos 13 ml de &gar Muller-Hinton, mantidos a temperatura de 45 °C no banho-maria. Ap6s a homogeneizagao,
despejou-se o conteido da supensao flngica com o agar Muller- Hinton sobre o meio de cultura agar-agar. Dessa forma,a segunda
parte foi entornada sobre a primeira e pocos foram confeccionados na segunda camada, mediante a utilizagdo de ponteiras

plasticas esterilizadas de 4,0 mm de didmetros.

2.3.4 Avaliacao da atividade antifingica dos 6leos essenciais pelo método de difusdo em agar

Todos os ensaios foram realizados em triplicata utilizando-se cepas provenientes da American Type Culture Collection
— ATCC: ATCC: Candida albicans. A determinacédo da atividade antifingica dos extratos foi realizada pela técnica da difusdo
em agar em pogos, segundo Groove e Randall (1955). Como controle positivo foi utilizado o antifngico fluconazol, seguindo a
padronizacdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019), e como controle negativo foi utilizado indculo de
solugdo fisioldgica esterilizada. A concentracdo do fluconazol como padrdo de controle foi de 64 pug/ml (Hofling et al., 2010),
diluido em DMSO.

Nos pocos formados na segunda camada foram adicionados 40 pL de 6leos essenciais testados, seguindo metodologia
semelhante a de Alves et al. (2008). As placas foram incubadas a temperatura de 36 °C em estufa BOD (Demanda Bioquimica
de Oxigénio) por um periodo de 48 h. Apds periodo de incubacdo foi realizada a leitura dos resultados, que ocorreu através da
medicdo do didmetro dos halos de inibi¢do que foram formados. Os halos de inibicdo do crescimento microbiano foram medidos

em milimetros, com auxilio de uma régua milimetrada, como o teste foi realizado em triplicata para cada espécie flngica, médias
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dos halos foram tiradas para posterior anélise.

2.4 Anélises estatisticas

As analises foram realizadas por meio dos programas estatisticos Bioestat 5.3 € R 4.0.3 (Ayres et al., 2007). Os dados
obtidos em relagéo aos valores dos halos dos dleos essenciais foram submetidos a analise de significancia para verificar se houve
diferenca significativa entre as médias dos valores de cada éleo, para isso foi utilizado o teste Shapiro-Wilk para analise
denormalidade dos dados, quando comprovado que os dados ndo tinham distribuigdo normal foiaplicado o teste ndo paramétrico

Mann-Whitney com o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

3. Resultados e Discusséo

Neste presente estudo foram utilizados os 6leos essenciais da Cinnamomum cassia, Eugenia caryophyllus, Melaleuca
alternifélia e Eucalipto globulus frente a cepa da espécie de levedura Candida albicans (ATCC 76485). A cepa avaliada
apresentou halos de inibi¢&o para os 4 tipos de 6leos essenciais testados. Conforme a Figura 1. O didmetro dos halos de inibigao

variou entre os 6leos essenciais, tendo maior efetividade antifingica do dleo essencial da C. cassia.

Figura 1 - Atividade antifinfica comparativa dos 6leos essenciais frente a cepa de C. albicans. Caxias,MA, Brasil, 2022.

Candida albicans

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Eucalinto alobulus Melaleuca alternifolia = Euaenia carvoohvllus m Cinnamomum cassia

Fonte: Autores (2022).

Dentre todos os OEs testados, o 6leo da C. cassia apresentou a maior atividade antiflngica contra o isolado clinico da
C. albicans. Conseguindo sensibiliza-lo na formacéo de halo de inibigo de 40,00mm de didmetro. Sendo, portanto, a partir dos
dados obtidos o resultado mais expressivo de atividade antiflngica analisada nesse presente estudo. Resultados similares foram
encontrados Feyaerts et al. (2018) e Yoon e Kim (2021).

No estudo de Gucwa et al. (2018), ao pesquisar sobre a atividade antiflingica de 6leos essenciais frente as leveduras C.
albicans e C. glabrata constatou-se uma alta efetividade antifungica da C. cassia. Estd em concordancia com os dados
encontrados por Guoruoluo et al. (2017). O 6leo essencial da C. cassia é constituido predominantemente por trans-cinamaldeido,

sendo este o fitoconstituinte dominante dessa espécie vegetal (Sernaite et al., 2020). No estudo realizado por Pootong et al.,
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(2017), ao testar as propriedades antifingicas do cinamaldeido contra a C.albicans foi possivel verificar a inibi¢do dos fatores
de viruléncia desse agente patogénico e verificar uma relacdo com seu fitoconstituinte. Neste sentido, segundo De Clerck et al.
(2019), estudos indicam que o grau de atividade bioldgica na reducdo do crescimento de microrganismos dos dleos essenciais
tem demonstrado relacdo de dependéncia com as propriedades de seus constituintes quimicos.

Quanto a secdo estatistica, verificou-se que os dados do didmetro de halo de inibicdo obdecem uma ordem normal de
distribuicdo da acéo dos 6leos essenciais sobre a cepas testada, uma vez que, ap6s a aplicacéo do teste Shapiro-Wilk o resultado

do valor de p foi maior que o valor adottado de reférencia (p>0,05). De acordo com a Tabela 1:

Tabela 1 - Valores dos halos de inibigdo dos 6leos essencias frente as cepas da Candida albicans.Caxias, MA, Brasil, 2022. N = 4.

Controle Oleos essenciais
Espécie . .
Faﬂgi::a Fluconazol Cinnamomumcassia Eugenia Melaleuca Eucalipto
caryophyllus alternifélia globulus
Candida 40,00 mm
albicans 18,00 mm 20,00 mm 18,00 mm 12,00 mm
P=0,865*

P: valor de p (teste Shapiro-Wilk), (*): valor de p com distribuicdo normal de dados.
Fonte: Autores (2022).

Em comparacdo com os halos de inibicdo nos testes com o antifingico controle, observou-se maior efetividade dos
6leos essenciais da Cinnamomum cassia e da Eugenia caryophyllus. Esse resultado comprova que os produtos naturais possuem
grande potencial terapéutico de acdo antiflngica frente a farmacos ja conhecidos (Nazzaro et al., 2017). Porém, essa variacéo de
tamanhos de diametros pode esté relacionada a concentragdo utilizada do farméco (Sonje et al., 2020).

Como também aos mecanismos de defesa dos microrganismos (Lopes & Lionakis, 2021). Deste modo, é fundamental
0 uso racional de medicamentos, uma vez que, erros de dosagens propiciam o advento de microrganismos resisténtes aos
principios ativos e, levam a diminuicéo do efeito terapéutico (Ferreria et al., 2017, Santos et al., 2018).

Neste estudo constatou-se também, que o éleos essencial da Eugenia caryophyllus conseguiu sensibilizar a cepa da C.
albicans na formacao de halo de inibicao de 20 mm de didmetro. Resultados compativeis a esses foram apresentados por Khosravi
et al. (2018). Conforme estudos fitoquimicos, bioativos presentes no extrato vegetal da espécie E. caryophyllus, como o eugenol,
promovem a inibi¢do enzimética da parede celular de leveduras (Figueiredo et al., 2021, Cano et al., 2017).

A partir dos dados obtidos infere-se também, que o 6leo essencial da M. alternifolia conseguiu formar halo de inibicéo
de 18 mm de didmetro. Demonstrando ser efetivo quando testado sobre essa espécie de fungo. Apresentando assim a capacidade
de inibicdo do crescimento de microrganismos. A atividade antifungica do 6leo essencial de M. alternifélia foi verificada por
outros autores como Francisconi et al. (2020). Conforme o estudo de Felipe et al. (2018) o 6leo essencial da M. alternifélia sdo
fontes promissora de substéncias naturais com acéo antimicrobiana frente a diversos agentes etiologicos, como o da Candidiase.

Os 6leos essenciais sdo liquidos volateis extraidos de distintas partes das plantas, reconhecidos por possuirem grande
potencial terapéutico, incluindo acdo antimicrobiana (Aziz et al., 2018). Contudo, neste presente estudo a atividade antiflingica
do oleo essencial do Eucalipto globulus frente a C. albicans apresentou baixo potencial de ac&o, ao sensibilizar essa espécie de
fungo na formagéo de halo de inibicdo de 12mm. Sendo, portanto o menor didmetro de todos os 6leos testados e assim o mais
resistente. Estes resultados corroboram com os dados apresentados na literatura (Ramirez & Delgado, 2019, Quatrin et al., 2017,
Bakht et al., 2018).

E um desafio para satde global saber lidar com a natureza evolutiva dos microrganismos resistentes aos farmacos (Da
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Silva et al., 2020). Para Haque et al. (2020), atualmente o controle de infec¢Bes no ambiente hospitalar ocorre através da adogéo
de diretrizes estratégicas de acOes preventivas e supervisionadas pela equipe de salide, com intuito de reduzir o impacto da
disseminacdo de microrganismos resistentes.

A candidiase é uma infecgdo enddgena e oportunista que aproveita uma situagdo de imunossupressdo do paciente para
se multiplicar de forma intensa, e propiciar inflamagdes no organismo humano desde acéo local até niveis sistemicos (Santos et
al., 2018). Dentre as espécies patogénicas, a principal é a Candida albicans (Da Rocha et al., 2021).

O uso de medicamentos antiflingicos € comumente utilizados no tratamento da Candidiase, sendo as classes mais
utilizadas: azolicos, polienos e equinocandinas (Nami et al., 2019). No entanto, 0 uso abusivo desses farmacos facilita os
mecanismos proprios de defesa de microrganimos patogénicos (Weiderhold, 2017).

Além disso, a resisténcia aos antifingicos é o principal obstaculo na efetividade do tratamento da candidiase
(Bhattacharya et al., 2020). Neste panorama, 0s produtos naturais com propriedades antifingicas tornam-se op¢des terapéuticas
(Heard et al., 2021). Para formar uma alternativa e/ou combinagdo com outros agentes farmacoldgicos (Alves et al., 2019). E
especialmente, para tentar manter o controle de fungos resistentes e infecciosos (Helal et al., 2019).

4. Consideracdes Finais

O presente estudo demonstrou que os 6leos essenciais das espécies vegetais Cinnamomum cassia, Melaleuca
alternifolia, Eucalipto globulus e Eugenia caryophyllus possuem propriedades antifiingicas sobre a cepa Candida albicans,
entretanto, evidenciou resultados distintos de perfil de suscetibilidade. Com destaque de maior efetividade para C. cassia com
formacdo de halo de inibicdo de 40mm de didametro. Ja o 6leo essencial que apresentou menor potencial antifngico foi o da
espécie Eugenia caryophyllus com formag&o de halo de inibicdo de 12mm de diametro.

Além disso, os dados obtidos neste presente estudo permitem expandir o conhecimento acerca dos produtos de origem
vegetal com potencial antimicrobiano. E necessario também, conciliar conhecimento com préticas de conscientizagio do uso
racional dos recursos terapéuticos, a fim de que se possa minimizar a disseminagdo de patdégenos resistentes, promover salde
com seguranca.

Dessa forma, sugere-se que novas pesquisas devem ser realizadas nesta linha de investigacdo, com o propoésito de
identificar outros dleos essencias e seus fitoconstituintes com potencial de a¢&o antiflngica.
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