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Resumo

Considerando a necessidade de obten¢do de novos agentes terapéuticos voltados para o combate da candidose bucal,
o0 objetivo deste estudo foi investigar a atividade antifungica in vitro do 6leo essencial do Eucalyptus globulus L.
(eucalipto) frente a espécies de Candida envolvidas com infec¢des bucais. Para tanto, ensaios microbiolégicos com
finalidade de determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Fungicida Minima (CFM) foram
realizados, respectivamente, utilizando as técnicas da microdiluigdo e do crescimento de unidades formadores de
colonias em meio sélido. Para o dleo essencial de E. globulus L. foram observadas CIM de 312,5 ug.mL™" para
76,2% das cepas de Candida e CFM de 625 pg.mL™" para 81% das cepas ensaiadas. Todas as cepas foram sensiveis
aos antifungicos sintéticos, miconazol e nistatina, utilizados como controles. Diante das condi¢des estudadas e dos
resultados obtidos, foi possivel concluir que o 6leo essencial de E. globulus L. apresentou atividade antifiingica sobre
as espécies de Candida.

Palavras—chave: Eucalyptus globulus L.; candidiase bucal; Candida spp.; estomatite sobre prétese; produto
com agdo antimicrobiana.

Abstract

Considering the need to obtain new therapeutic agents aimed at acting against oral candidiasis, the objective of this
study was to investigate the in vitro antifungal activity of the essential oil from Eucalyptus globulus L. (Eucalyptus)
on Candida species involved in oral infections. Therefore, microbiological assays with the purpose of determining
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimal Fungicidal Concentration (MFC) were performed,
respectively, by using the technique of microdilution and the technique of colonies forming units growth on solid
medium. For the essential oil from E. globulus L. were observed MIC of 312.5 ug.mL™" for 76.2% of the Candida strains
and MFC of 625 pg.mL™ for 81% of the strains under study. All strains were sensitive to the synthetic antifungal
agents, miconazole and nystatin, used as controls. From the conditions studied and from the results obtained, it’s
concluded that the essential oil from E. globulus L. showed antifungal activity on the Candida species.

Keywords: Eucalyptus globulus L.; oral candidiasis; Candida spp.; stomatitis on prosthesis; product with
antimicrobial action.

INTRODUCAO

A candidose bucal tem sido definida como uma infec¢ao
causada por fungos presentes na microbiota da cavidade bucal,
sendo as espécies de Candida as mais relacionadas a doenga.
Tais espécies sdo freqiientemente designadas como patogenos
oportunistas, que comumente sdo isolados da cavidade bucal,
intestino e vagina, estando associados a infec¢des sistémicas
e superficiais.! Candida albicans tem sido designada como a

espécie fingica com maior capacidade para formar biofilme,
inclusive sobre hidroxiapatita (mineral que compde a estrutura
dentdria) e resina acrilica (material utilizado na confec¢do de
proteses dentarias), o que ajuda compreender sua expressiva
patogenicidade.>’

Os mecanismos moleculares envolvidos com a viruléncia da

Candida spp. estio relacionados a ativagdo da via de transducio
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de sinal MAP (mitogen-activated protein) cinase, onde respostas
celulares envolvidas com crescimento invasivo, formagao de
parede celular, adaptagdo ao estresse osmotico e reproduciao
ocorrem mediante vias de sinaliza¢do intracelular como MKcl,
Cekl/2 e HOG1 MAP Kinase.* Outras vias de sinalizagdo
intracelular, como p38 MAPK, também estdo envolvidas com
a patogenicidade da C. albicans.> Uma vez instalada a infecgao,
mediadores pré-inflamatdrios, como TNF-a, IL-la e IL-2a,
sdo sintetizados e, consequentemente, induzem a resposta
inflamatdria.®

Diante da possibilidade de infecgdo por esses patdgenos,
principalmente em individuos imunocomprometidos, usuarios
cronicos de antimicrobianos e portadores de protese dentaria
total, alguns antiftingicos sintéticos, como a nistatina e miconazol,
tém sido propostos no tratamento da doencga.” Porém, diante
das limitacbes para o uso desses fairmacos, como evidéncia
de resisténcia microbiana, alto custo e ocorréncias de efeitos
indesejaveis, algumas substancias de origem natural tém sido
apontadas como possibilidades de tratamento, haja vista sua
reconhecida atividade antifingica.®®

Nesse sentido, extratos obtidos a partir do Eucalyptus globulus
L., espécie vegetal conhecida popularmente como eucalipto-
comum, tém sido amplamente utilizados em pesquisas cientificas
que buscam reconhecer sua atividade antifiingica.

Essa atividade tem sido atribuida, principalmente, a presenga
de eucaliptol e cineol, encontrados com freqiiéncia no dleo
essencial.'®" E. globulus pertence a familia as Myrtaceae, é
uma espécie vegetal de grande porte, de folhas perenes, sendo
amplamente utilizada na fabricagdo de papel. Seu uso medicinal é
embasado pelo conhecimento popular, que relata expressiva agdo
anti-séptica, desinfetante e expectorante'’. Ogunwande et al.”®
destacam que dentre os constituintes das plantas medicinais, os
seus componentes essenciais bioativos ou 6leos volateis, também
conhecidos como dleos essenciais, apresentam-se promissores na
terapéutica de doengas infecciosas. Tais substancias, geralmente,
sdo agentes que apresentam atividade antimicrobiana para um
grande nimero de microrganismos incluindo espécies resistentes
a antibidticos e antifingicos.'®

Além das infecgdes micoticas superficiais em mucosas da
cavidade bucal, as espécies de Candida podem estar envolvidas

2,17

com lesdes de carie dentdria,»” infec¢des periodontais e

1820 evidenciando a necessidade de controle de

endondonticas,
crescimento desses microrganismos. Para tanto, a utilizagdo de
produtos naturais, principalmente os de origem vegetal, tem sido
apontada como forma alternativa para tratamento de infecgdes.
Diante dessa premissa, investigagdes vém sendo realizadas
na perspectiva de se conhecer as propriedades bioldgicas e
terapéuticas de extratos obtidos a partir do E. globulus, espécie

vegetal cultivada em vérias partes do mundo.?"?

A atividade antimicrobiana de E. globulus ¢é evidenciada
por alguns estudos encontrados na literatura, que buscaram
determinar, em sua maioria, a Concentra¢ao Inibitéria Minima
(CIM) frente a bactérias e fungos envolvidos com infec¢des
sistémicas.!®1?2> Porém, existe uma escassez de informacdes
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referentes a sua atividade contra fungos envolvidos com infecgdes
da cavidade bucal.

Diante do exposto, considerando efetiva a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de E. globulus, foi objetivo desse
estudo avaliar, in vitro, a atividade antiftingica do 6leo essencial
de E. globulus L. para espécies de Candida associadas a infecgoes
da cavidade bucal.

MATERIAL E METODO

1. Local da Pesquisa e Cepas Fiingicas

Os ensaios microbioldgicos foram realizados no Laboratorio
de Micologia do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade
Federal da Paraiba, que disponibilizou as cepas de C. albicans
(ATCC 7615, ATCC 76485, LM052, LM03, LM12, LMV42, LM15
e LM766), Candida tropicalis (ATCC 13803, LM37, LM04, LM13,
LM14 e LM15), Candida guilhermondii (LM01, LM30 e LM70) e
Candida krusei (ATCC 6258, LM08, LM12 e LM120).

2. Solugdo de E. globulus L.

O ¢leo essencial que teve a atividade antifingica avaliada foi
obtido na Ferquima Ind. e Com. Ltda (Vargem Grande Paulista,
Sdo Paulo, Brasil), sendo seus parametros fisico-quimicos
descritos pelo fornecedor, que produz e comercializa oleos
essenciais em escala industrial.

A emulsdo do oleo essencial de E. globulus L. foi obtida
seguindo as proporg¢des sugeridas pelo protocolo recomendado
por Alegrinni et al,* onde em um tubo de ensaio foram
adicionados 0,4 mL do 6leo essencial, 0,04 mL de TWEEN 80 e
q.s.p. 5 mL de dgua destilada estéril, sendo tal mistura agitada por
5 minutos em aparelho Vortex.

3. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinagio da CIM do 6leo essencial foi realizada através
da técnica da microdiluicdo®. Inicialmente, foram distribuidos
100 pL de caldo Sabouraud dextrose (DIFICO®, Detroit,
Michigan, EUA) duplamente concentrado nos orificios das placas
de microdilui¢do contendo 96 cavidades, com fundo em forma
de “U” com tampa (ALAMAR’, Diadema, Sdo Paulo, Brasil). Em
seguida, foram distribuidos 100 pL da emulsdo do 6leo essencial
de E. globulus L., a uma concentragio inicial de 10 mg.mL", que
através de dilui¢des seriadas, a partir da retirada de uma aliquota
de 100 pL da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora.
Nos orificios de cada coluna foram dispensadas aliquotas de 10 uL
do indculo correspondente a cada cepa ensaiada.

Como controle negativo, foi verificada viabilidade das cepas
de leveduras ensaiadas, com a inoculagdo da suspensio fungica
no meio de cultura sem adigao de antifingicos. Ainda, realizou-se
controle positivo a partir da utilizagdo dos antifiingicos miconazol
e nistatina, considerados padrdes na utilizacdo clinica, pela
técnica da microdiluigdo, em concentragdes de 32 e 64 ug.mL™,
respectivamente?. Estes antifiingicos foram obtidos em farmécia
de manipula¢io na forma de pé.
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Os ensaios foram desenvolvidos em duplicata, sendo
realizado, portanto, dois experimentos para cada cepa estudada.
As microplacas foram incubadas a 35° C durante 24-48 horas.
A leitura para determinagdo da CIM do 6leo essencial sobre
as cepas de leveduras foi feita a partir do método visual,
onde foi considerada a formagdo ou nio de aglomerados de
células (“botdo”) no fundo da cavidade da placa. Dessa forma,
considerou-se como CIM, a menor concentragio do produto em
teste capaz de produzir inibigao visivel sobre o crescimento das

cepas de leveduras utilizadas nos ensaios microbiol6gicos.”

Para confirmacédo da presenca de microrganismos viaveis nas
concentragdes nao inibitdrias, uma aliquota de 10 uL do corante
2, 3, 5 trifenil cloreto de tetrazdlio (Sigma-Aldrich’, USA) foi
dispensada nas placas 24 horas apds incubac¢do. Esse corante
reflete a atividade das enzimas desidrogenases, envolvidas no
processo de respiragdo celular microbiana. Pela hidrogenac¢éo do
2, 3, 5 trifenil cloreto de tetrazdlio é produzida nas células vivas
uma substéncia vermelha, estavel e nao difusa, a trifenil formazan.
Isto torna possivel distinguir as amostras vivas, coloridas de

vermelho, daquelas mortas, que mantém a sua cor.?**

Atividade antifungica in vitro do 6leo essencial de Eucalyptus globulus... 181

4. Determinagido da Concentragdo Fungicida Minima
(CFM)

Ap6s determinagdo da CIM, a concentragdo correspondente
a inibitéria e as duas concentragdes imediatamente mais
concentradas, bem como os controles positivos foram
subcultivados em placas de agar Sabouraud dextrose, desprovido
de qualquer antifingico. Apds 24 horas de incubagdo a 30 °C,
as leituras das CFMs foram realizadas com base no crescimento
dos controles, sendo considerada CFM a menor concentragio da

droga que impediu o crescimento visivel do subcultivo.’®*!

RESULTADO

Todas as cepas de Candida utilizadas no presente estudo
apresentaram-se sensiveis ao 6leo essencial de E. globulus L., onde
a CIM foi de 312,5 pg.mL™, causando inibi¢do de crescimento
sobre 76,2% das cepas utilizadas no ensaio (Tabela 1). As cepas de
C. albicans (ATCC 76615, ATCC 76485 e LM 052), C. tropicalis
LM 13 e C. krusei ATCC 6258 apresentaram-se como as mais
sensiveis, com CIM de 39 pg.mL™, e a C. albicans (LM 12, LMV

Tabela 1. CIM (ug.mL™") e CEM (ug.mL™") do 6leo essencial do Eucalyptus globulus L., nistatina e miconazol frente as espécies de Candida

Espécies CIM OE CFM OE CIM NY CFM NY CIM MIC CFM MIC
1. C. albicans ATCC 76615 39 39 32 64 16 32
2. C. albicans ATCC 76485 39 78,1 32 64 16 32
3. C. albicans LM 052 39 781 32 64 16 32
4. C. albicans LM 03 625 78,1 32 64 16 32
5. C. albicans LM 12 1250 2500 32 64 16 32
6. C. albicans LM V42 1250 1250 32 64 16 32
7. C. albicans LM 15 312,5 625 32 64 16 32
8. C. albicans LM 766 1250 5000 32 64 16 32
9. C. tropicalis ATCC 13803 78,1 156,3 32 64 16 32
10. C. tropicalis LM 37 78,1 156,3 32 64 16 32
11. C. tropicalis LM 04 1250 5000 32 64 16 32
12. C. tropicalis LM 13 39 78,1 32 64 16 32
13. C. tropicalis LM 15 156,3 156,3 32 64 16 32
14. C. tropicalis LM 14 312,5 312,5 32 64 16 32
15. C. guillermondii LM 30 312,5 312,5 32 64 16 32
16. C. guillermondii LM 01 156,3 312,5 32 64 16 32
17. C. guillermondii LM 70 312,5 625 32 64 16 32
18. C. krusei ATCC 6258 39 78,1 32 64 16 32
19. C. krusei LM 08 78,1 156,3 32 64 16 32
20. C. krusei LM 120 156,3 156,3 32 64 16 32
21. C. krusei LM 12 156,3 156,3 32 64 16 32

OE - ¢leo essencial do E. globulus; NY - Nistatina; MIC - Miconazol.
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42 e LM 766) e C. tropicalis LM 04 entre as mais resistentes, com
CIM de 1250 pg.mL"". Ressaltam-se diferengas encontradas intra-
espécies, estando as de colegdo clinica entre as mais resistentes.

No teste para avaliacdo da atividade fungicida, foi observado
que a concentragio de 625 pg.mL™" de E. globulus L. foi capaz de
promover morte celular em 81% das espécies avaliadas (Tabela 1),
sendo a C. albicans ATCC 76615 a mais sensivel, com CFM de
39 ug.mL™" e as cepas de C. albicans LM 766 e C. tropicalis LM 04
as mais resistentes, com de CFM de 5000 pg.mL™".

Foi observado que a nistatina apresentou CIM e CFM de,
respectivamente, 32 e 64 pg.mL™" sobre todas as cepas avaliadas.
Em relagdo ao miconazol, foram observadas CIM e CFM de,
respectivamente, 16 e 32 ug.mL™" sobre 100% das cepas. Ainda é
importante destacar que a partir do controle negativo, indicativo
de crescimento celular fungico, foi possivel verificar viabilidade
de todas as cepas ensaiadas.

Destaca-se que no presente estudo os dados obtidos sofreram
tratamento estatistico descritivo, com a utilizacio de médias
aritméticas dos valores de CIM e CFM dos produtos antifingicos
avaliados (E. globulus, nistatina e miconazol) em dois momentos
distintos. Ressalta-se que experimentos para a determinagdo
de CIM e CFM, como descritos neste estudo, ndo apresentam
variabilidade dos dados obtidos, ndo necessitando, portanto, de
tratamento estatistico inferencial.

DISCUSSAO

Os resultados desta pesquisa reforcam a informagio de que o
6leo essencial de E. globulus apresenta atividade antimicrobiana,
especialmente antifingica, com a vantagem de ser um produto
natural.

Apesar dos achados, nido foi encontrado na literatura
nenhuma investigagdo prévia para determinagdo da CFM do
6leo essencial de E. globulus sobre cepas de Candida envolvidas
com infec¢des da cavidade bucal. Dessa forma, o reconhecimento
dessa atividade farmacoldgica, apresentada por este estudo,
representa uma informac¢do de importancia para avaliacdo da
viabilidade de obten¢do de produto para utilizagdo clinica®.
Dentre os microrganismos avaliados neste estudo, destacam-
se a C. albicans e C. tropicalis, que sdo as espécies encontradas
em maijor frequéncia na cavidade bucal e que tém expressivo
potencial para formar biofilmes®. Para estas espécies, foi possivel
observar susceptibilidade ao oleo essencial de E. globulus em
concentragoes de até 39 pg.mL™".

Os resultados deste estudo corroboram indiretamente com os
achados obtidos por outras pesquisas que utilizaram diferentes
metodologias. Alzamora et al.'' observaram halo de inibi¢do
de 14mm sobre Candida spp., por meio de testes de difusdo
em meio de cultura solido. Utilizando a técnica de diluicdo em
agar, Agarwal et al.'” também puderam constatar esta atividade,
indicando CIM de 0,05 pg.mL™".
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Uma importante caracteristica dos 6leos essenciais e seus
componentes é sua hidrofobicidade, que permite sua interacdo
com estruturas celulares que tem constituigdo lipidica,
promovendo aumento da permeabilidade, o que pode provocar
uma saida extensiva de eletrolitos, indispensaveis a sobrevivéncia
celular®. Esse fato indica um possivel mecanismo de a¢do do
oleo essencial do E. globulus sobre as cepas de Candida. Estudos
futuros sdo necessarios para confirmar essa hipdtese.

Nascimento et al.** ressaltam que hd muito tempo diversas
investigacoes cientificas tem procurado confirmar a atividade
antimicrobiana dos dleos essenciais. O tema tem despertado
uma preocupac¢io quantos aos métodos desenvolvidos para
investigagdes in vitro, principalmente em relagdo a confiabilidade,
reprodutibilidade e validade dos dados, ja que os dleos essenciais
apresentam particularidades como: volatilidade, insolubilidade
em agua e complexidade quimica, caracteristicas que interferem
significativamente nos resultados. Isso, de certa forma, ajuda a
compreender a complexidade para realizagio de estudos que
avaliam a atividade antimicrobiana desses dleos®. Assim, nesta
pesquisa buscou-se minimizar tais problemas a partir da escolha
de um método para determina¢do da CIM utilizando meio de
cultura liquido, que proporciona maior contato entre a substancia
avaliada e as células fungicas. Além disso, foi utilizado um agente
emulsificante, TWEEN 80, que permite uma devida dilui¢ao do
oleo essencial do E. globulus em agua.

E importante destacar que este estudo tem um cardter
elucidativo inicial e apresenta como limitacao a utilizagdo de cepas
isoladas, pois esta condi¢do néo reproduz situagdes clinicas, que
indicam formacao de biofilmes, que sdo consideravelmente mais

resistentes aos produtos antimicrobianos.

Diante do exposto, fica evidente a necessidade de se avaliar
a atividade atinfingica do E. globulus a partir da realizagdo de
outros estudos antimicrobianos in vitro, na perspectiva de se
compreender melhor o potencial farmacoldgico do produto para
producio de um farmaco e sua possibilidade de utilizagdo clinica.
Dentre estes ensaios pré-clinicos, destacam-se a determina¢do
da curva de morte microbiana, do provavel mecanismo de agio
(ensaio com sorbitol), além dos estudos para avaliar os efeitos
do dleo essencial sobre a micro e macromorfologia das células
fungicas.

Os resultados sugerem que o 6leo essencial de E. globulus pode
ser um promissor antifiingico de origem natural para tratamento

de infec¢des fungicas localizadas em tecidos bucais.

CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada e diante dos
resultados obtidos, foi possivel concluir que as cepas de Candida
envolvidas com infeccoes da cavidade bucal utilizadas no
presente estudo in vitro foram susceptiveis ao 6leo essencial do
Eucaplyptus globulus L.
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