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Resumo

RESUMO

Os fungos pertencentes ao género Candida fazem parte da microbiota residente da
cavidade bucal, sendo comumente considerados microrganismos comensais inofensivos. No
entanto, sob determinadas circunstancias, podem superar as defesas do hospedeiro e agir
como oportunistas, produzindo diversas manifestacdes clinicas superficiais ou ainda podem
estar associados a outras doengas. Estudos recentes indicam uma crescente resisténcia
entre isolados de Candida albicans de bolsas periodontais aos antifiUngicos azdlicos,
sugerindo que a cavidade oral pode ser um reservatério de leveduras resistentes. Esta
resisténcia de patdbgenos humanos a mdltiplas drogas é bem conhecida atualmente, e mostra
a necessidade da busca de substancias antimicrobianas a partir de novas fontes, incluindo
plantas. Isto pode ser observado devido a um crescente interesse nas medicinas alternativas
e nas terapias naturais milenares utilizadas no tratamento de diversas patologias. O objetivo
deste trabalho foi estudar a acdo de extratos, Oleos essenciais de Allium tuberosum,
Coriandrum  sativum, Cymbopogom martini, Cymbopogon winterianus e Santolina
chamaecyparissus e fra¢gdes da planta medicinal de melhor atividade sobre a formacao do
biofilme de espécies da levedura Candida spp. provenientes de amostras clinicas obtidas da
cavidade oral de adultos (pacientes portadores de doencga periodontal) através da técnica de
microdiluicdo e assim obter a MIC das plantas frente aos isolados de Candida spp. Andlises
de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) também foram realizadas com intengdo de se
verificar se ocorerram alteracées morfolodgicas na parede das leveduras. O material vegetal de
melhor atividade contra células planctonicas e biofiime de Candida spp. foi o 6leo essencial de
Coriandrum sativum. Como conseqiiéncia da boa atividade inibitéria esse 6leo essencial foi
fracionado e a fragdo de melhor atividade foi a do grupamento Fg 9 cuja capacidade de
inibicao foi considerada forte. Essa fracdo entdo foi analisada quimicamente observando-se a
presenca de trés compostos ativos majoritdrios que demonstraram forte inibicdo frente as
células de levedura sendo que a mistura destes promoveu a melhor MIC (0,0005mg/mL).
Através da MEV pode-se observar qualitativamente as mudancas na morfologia das células
planctonicas e na estrutura do biofilme das espécies de Candida.

Palavras Chaves: Candida spp., Biofiime, MEV, Plantas Medicinais, Coriandrum sativum
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Abstract

ABSTRACT

The Fungi, from the genus Candida, belong to the macrobiotic residence of the oral
cavity. They are known as harmless commensally micro-organisms. However, under
certain circumstances, they can overcome the host’'s defenses and act as opportunistic,
producing innumerous clinical manifestations or they might be associated to diseases.
Recent studies indicate an increasing resistance of Candida albicans isolated periodontal
pockets to the azole antifungal, suggesting that the oral cavity can be a reservoir of
resistant yeast. This resistance of human pathogens to multiple drugs is well known
nowadays and demonstrates the necessity to research for antimicrobial substances from
new resources, including plants. This can be noticed due to a growing interest in
alternative medicine and natural therapies used in the ancient treatment of various
diseases. The purpose of this study was to research on the action of extracts, essential
oils of Allium tuberosum, Coriandrum sativum, Cymbopogon martini, Cymbopogon
winterianus and Santolina chamaecyparissus and fractions of medical plants with the best
activity on biofilms formation of species of yeast Candida spp. prominent from clinical
samples obtained from adults oral cavity (patients with periodontal disease) by the
technique of microdilution and thereby obtaining MIC (minimal inhibitory concentration) of
the plants against the isolated Candida spp. Analysis of scanning electron microscopy
(SEM) were also performed with the intention to verify if there were morphological changes
on the wall of yeasts.The natural material of best activity against planktonic and biofilm
cells of Candida spp. was the essential oil of Coriandrum sativum. As a result of good
inhibitory activity this essential oil was fractionated and the fraction with the best activity
was the group Fg.10, from which the capacity of inhibition was considered strong. This
fraction was then chemically analyzed and it was found the presence of three major active
components that showed strong inhibition against the yeast cells .The mixture of these
substances promoted the best MIC (0.0005 mg / mL). Through the SEM was proved
qualitatively changes in the morphological structure of planktonic cells and biofilm cells of
Candida species.

Key Words: Candida spp., Biofilm, SEM, Medicinal Plants, Coriandrum sativum
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1 Introducéo

INTRODUCAO

Diversas espécies da levedura Candida spp. colonizam, como organismos
comensais, a cavidade oral de cerca de 40% da populacdo adulta saudavel, sendo C.
albicans a espécie prevalente (Arendorf & Walker, 1980; Candido et al., 1995). C.
albicans é também a principal espécie relacionada a candidose, infec¢do fungica da
cavidade oral humana, embora as espécies C. tropicalis, C. parapsilosis, C. kruzei, C.
glabrata e C. dubliniensis estejam se tornando comuns em grupos de pacientes
imunossuprimidos (Pfaller, 1995; Xu et al., 1999).

A analise de isolados clinicos, provenientes de pacientes com candidose, sugerem
que a maioria das infecgbes por Candida spp. originam-se de cepas comensais, que
habitavam a cavidade oral, vagina ou o trato gastrointestinal, anteriormente a infeccao.
Deste modo, a compreensao dos padrdes de transmissibilidade e a permanéncia de
fungos comensais tém implicac6es médicas consideraveis (Kam & Xu, 2002). Peterson et
al. (1987), associaram a ocorréncia de periodontite severa ao isolamento de Candida spp.
das les6es periodontais. Entretanto, o papel destes microrganismos na patogénese das
doencas periodontais ainda ndo esta bem esclarecido.

As superficies mucosas parecem ser o reservatorio principal das leveduras do
género Candida, mas estas podem também ser encontradas no biofiime dental,
coagregando-se as bactérias presentes ou aderindo-se diretamente a pelicula salivar que
se forma previamente na superficie dentaria (Arendorf & Walker, 1980; Bagg &
Silverwood, 1986, Nikawa et al., 1998).

Uma notavel caracteristica da biologia da C. albicans é a habilidade de expressar
uma variedade de formas morfologicas. C. albicans € um organismo polimérfico o qual
esta submetido a transicbes morfoldégicas entre formas leveduriformes, hifas e
pseudohifas (Villar et al, 2004). Ambos estados filamentares sdo invasivos, sendo esta
propriedade determinante para a penetragao nos tecidos durante os primeiros estagios da
infeccdo (Sudbery et al, 2004; Villar et al, 2004), além de que todas as formas
morfologicas deste fungo podem formar biofilme (Kunamoto , 2002).

Dados recentes indicam uma crescente resisténcia entre isolados de C. albicans
de bolsas periodontais aos antifiingicos azoélicos, sugerindo que a cavidade oral pode ser
um reservatério de leveduras resistentes. O uso difundido de antibi6ticos para tratamento
da candidose oral sugere ser um fator que contribuiu para o aumento da freqiéncia de



1 Introducéo

espécies de Candida nao-albicans, especialmente aquelas mais resistentes aos
antifangicos azdlicos, tais como C. glabrata e C. krusei (Dronda et al., 1996).

O problema da resisténcia de patégenos humanos a mdultiplas drogas é bem
conhecido atualmente, sendo que a procura de novas substancias a partir de espécies
vegetais é uma das alternativas de antimicrobianos. Extratos e éleos essenciais de vérias
espécies mostraram-se eficientes no controle do crescimento de fungos relacionados a
infeccOes superficiais da pele (Adam et al.,, 1998), de bactérias patogénicas bucais
(Cecanho et al., 1998, 1999), e de uma ampla variedade de microrganismos, incluindo
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, além de biofilmes dentais (Galli et al., 1985).

A atividade antimicrobiana de espécies da CPMA - Colecao de Plantas Medicinais
e Aromaticas do CPQBA/UNICAMP tem sido estudada na Divisdo de Microbiologia para
diversas bactérias patogénicas e para a levedura Candida albicans ATCC 10231 (Duarte
et al., 2003ab, 2004ab; Figueira et al., 2003ab; Foglio et al., 2002, 2003; Rehder et al.,
2002, 2004; Rodrigues et al., 2003; Sartoratto et al., 2002ab, 2004).

A partir de uma revisdo bibliografica descrita em capitulo de livro (Anti-Candida
activity of extracts and essential oils from native and exotic medicinal plants in Brazil,
(Duarte & Figueira, 2008) foi possivel definir géneros e espécies de plantas investigadas
anteriormente, que se mostraram potencialmente ativas contra C. albicans.

O efeito antimicrobiano dos extratos de plantas medicinais pode ser um campo
promissor para utilizagdo dessas substancias no tratamento alternativo da candidose e o
estudo desses fitoterapicos podera ampliar de sobremaneira, os conhecimentos nessa

area de interesse.



2 Revisio de Literatura

REVISAO DE LITERATURA
2.1 Candida spp.

Os fungos sao organismos eucariotos e podem ser unicelulares ou multicelulares.
O género Candida pertence a familia Crytococcaceae, da classe Ascomycetes e filo
Ascomycota e é caracterizado por leveduras que apresentam formas arredondadas ou
ovais que medem aproximadamente de 2,0 a 4,0 um e reproduzem-se por brotamento ou
gemulacao (Guarro, 1998). Algumas espécies, como C. albicans, produzem brotos que
ndo se separam uns dos outros; estes brotos formam uma cadeia de células chamada de
pseudo-hifas, forma esta necessaria para invadir tecidos mais profundos nos quadros de
infeccdo (Molero et al., 1998).

Candida albicans é encontrada no meio ambiente na forma unicelular, podendo
produzir pseudo-hifas que na maioria das vezes sdo formadas durante o brotamento
simples. Porém, quando os ciclos biolégicos de nutricao e reproducao estdo em plena
atividade, esta pode apresentar forma filamentosa verdadeira; esse fenbmeno é
conhecido como pleomorfismo que difere do dimorfismo porque independe da
temperatura a que o fungo é exposto (Moreira, 1999).

A transicdo entre os dois fendtipos pode ser induzida in vitro em resposta a
variacdes do ambiente como pH e temperatura, ou determinadas substancias como N-
acetilglucosamina ou prolina. O critério mais importante para a patogenicidade é a
inducdo para a forma micelial por macréfagos e componentes do soro. Associado a isso,
o grande interesse biologico do dimorfismo € a capacidade do microrganismo mudar de
forma e isso estar associado diretamente a sua patogenicidade (Molero et al., 1998).

Buscando descrever os determinantes da patogenicidade destes microrganismos,
Ghannoum & Abu-Elteen (1990) observaram que a C. albicans e outras espécies exibem
caracteristicas importantes para sua viruléncia, como composicao de sua parede celular
com a presenca de adesinas (manoproteinas), produgdo de enzimas hidroliticas
(proteases, fosfolipases, hialuronidase e condroitina sulfatase) e formagéao de hifas.

Os fungos do género Candida spp. vém recebendo notdrio destaque na literatura
médica. No inicio da década de 80, Candida spp era apenas o sétimo patdégeno
relacionado com infeccbes de hospitais dos Estados Unidos da América. No final da
década de 80 ja era o quinto e hoje, segundo os autores, Candida spp, responde por 8%
dos casos de infeccdo hospitalar, sendo o quarto patdgeno a ser isolado nos testes
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diagnésticos (Colombo & Guimaraes, 2003). Portanto, os autores salientam o aumento de
infeccbes hospitalares causadas por Candida spp.

2.2 Fatores de Viruléncia de Candida spp.

A patogenicidade de um microrganismo é definida como sendo a capacidade
deste em causar doencga. A prevencao ou a ocorréncia vai depender da interacdo entre o
agente causador e 0 hospedeiro (Ghannoum & Abu-Elteen, 1990). Casadevall & Pirofski
(2001) enfatizam, ainda, que a viruléncia ndo pode ser considerada como uma
caracteristica isolada do microrganismo, mas sim um processo dindmico e com
fendmenos de troca que incluem tanto o hospedeiro como os fatores microbianos.
Candida spp. s@o organismos comensais presentes na cavidade bucal de individuos
clinicamente saudaveis, sendo isoladas numa frequéncia que varia de 40 a 60% (Arendorf
& Walker, 1980). Varios fatores predispdem ao desenvolvimento da candidiase, como por
exemplo, distarbios enddcrinos, gravidez, deficiéncia de ferro, xerostomia e desordens
imunoldgicas (Samaranayake & Macfarlane, 1982).

Ghannoum & Abu-Elteen (1990) observaram que a C. albicans e outras espécies
exibem como fatores responsaveis pela viruléncia, a aderéncia a célula epitelial,
dimorfismo, capacidade de crescimento como blastosporos, pseudo-hifas e hifas,
producdo de enzimas (proteases, fosfolipases) e endotoxinas de baixo e alto peso
molecular, bem como a composicao da parede celular que facilita a adesao e penetracao
através do tecido infectado. Concluem, ainda, que a viruléncia da C. albicans resulta da
acao conjunta desses fatores contra as defesas do hospedeiro. Em outro estudo, Senet
(1997) corroborou as conclusdes destes autores quanto aos determinantes da
patogenicidade da Candida, ressaltando a importancia de um melhor conhecimento dos
mecanismos precisos envolvidos na fisiopatologia da candidose, com énfase na
prevengao.

Enfatizando os determinantes da patogenicidade de Candida, Fernanado et al.
(1999) estudaram a presenca de fosfatases de superficie em C. parapsilosis e
demonstraram a associagdo da atividade fosfatasica acida e alcalina com o indice de
adesao destas cepas a células epiteliais. Os autores observaram, ainda, que os isolados
de C. parapsilosis que exibiram maior atividade fosfatasica foram os que apresentaram
maior capacidade de adesao as células epiteliais bucais humanas. Concluiram assim que
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fosfatases de espécies de Candida podem desempenhar um papel crucial na
potencializacao da viruléncia deste fungo.

Pode se observar que com o aumento da viruléncia entre as espécies de Candida
constata-se um maior numero de pacientes predispostos a infecgdes causadas por esses
microrganismos oportunistas. Nota-se ainda, que a incidéncia dessas infecgbes vem
crescendo significantemente nesta Ultima década, e que os pacientes mais acometidos
sdo0 os imunossuprimidos que se enquandram dentro dos grupos de risco como aqueles
sob tratamento para o cancer, transplantados e portadores do HIV (Hube, 2000).

Em resumo, as espécies de Candida recebem éxito pela notavel capacidade de
aderéncia que leva a formagao de biofilme e demonstra a maior patogenicidade dessas
leveduras. Esta caracteristica apresenta grande relevancia médica e industrial, ja que a
presenca de um biofilme maduro dificulta a agdo de antifingicos e pode tornar-se um
reservatorio de células com caracteristicas de resisténcia a determinadas drogas. No
ambito industrial, pode ocasionar problemas econémicos devido a formacdes de biofilmes
em instalagdes industriais em companhias de processamento de alimentos (Verstrepen &
Klis, 2006).

2.2.1 Parede Celular e a Pré-adesao

Uma estrutura de grande importancia para as leveduras do género Candida é sua
parede celular, pois essa organela mantém a morfologia caracteristica de cada levedura
e, € o primeiro local onde ocorre a interagdo entre o organismo e o ambiente. Por isso,
estudos relacionados a identificacao e a distribuicdo dos componentes da parede celular
podem contribuir para o conhecimento do seu papel na patogénese flngica (ex.:
expressao de adesinas e receptores para proteinas do hospedeiro; atividade proteolitica
extracelular; hidrofobicidade [Borg & Ruchel, 1988; Calderone & Scheld, 1987; Douglas,
1987; Hazen, 1989; Bouchara et al,, 1990]) e na interacdo parasito-hospedeiro (Lopez-
Ribot et al., 1991).

A parede celular dos fungos é formada por aproximadamente 80 a 90% de
carboidratos. Trés constituintes basicos formam a porcdo polissacaridica da parede
celular: polimeros de glucose com ligacdes B-1,3 e B - 1,6 (b-glucanas); polimeros de N-
acetil-D-glucosamina (GlcNAc) com ligacoes B -1,4 (quitina) e polimeros de manose
(mananas) em associacao covalente com proteinas (glicoimano]proteinas). Além disso, a
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parede celular apresenta proteinas (6 a 25%) e uma pequena porcao de lipideos (1 a 7%)
(Calderone & Braun, 1991; Chaffin et al. 1998; Cabib et al., 2001). Os polimeros de B -
glucanas e quitina apresentam uma fungao estrutural formando um rigido esqueleto que
proporciona uma forte propriedade fisica a célula. Quanto ao ponto de vista quantitativo,
as B -glucanas representam o principal constituinte, correspondendo a 47 a 60% do peso
da parede celular, enquanto que a quitina, embora sendo minoria (0,6 a 9% em peso),
apresenta uma importante funcao na reproducado do fungo por formar uma constricao
entre a célula parenteral e a célula filha durante o brotamento (Cabib et al., 2001).

A parede celular de Candida spp. apresenta grande importancia na patogenicidade
desses microrganismos por proporcionar adesao aos tecidos e a células do hospedeiro,
assim como por participar ativamente da modulagdo da resposta imune do hospedeiro
(Chaffin et al. 1998). A adesdo é um pré-requisito para a colonizagcdo € um passo
essencial para o estabelecimento da infec¢do. As espécies de Candida possuem algumas
caracteristicas peculiares que favorecem essa adesdo, dentre elas a presenca de
adesinas em suas paredes celulares. O grande repertério de adesinas presente nesses
fungos propicia uma enorme variedade de sitios no hospedeiro que servem de porta de
entrada para a infecgdo (Calderone & Braun, 1991; Calderone, 1993). Os componentes
da parede celular, incluindo glucanas, quitina € manoproteinas, possuem a capacidade de
modular a resposta imune do hospedeiro ativando ou desativando-o (Cassone, 1999),
tendo as mananas e manoproteinas como moduladoras de atividade mais potentes
(Cassone, 1999).

Para muitos microrganismos a adesao aos tecidos do hospedeiro é essencial para
a patogénese, e as caracteristicas microbianas responsaveis por esta adesdo as
supeficies das mucosas sao considerados atributos da viruléncia (Casadevall & Pirofski,
2001). O fenémeno de adesao é conferido a proteinas especializadas de superficie celular
chamadas de adesinas que se ligam especificamente a aminoacidos ou agucares na
superficie de outras células ou promovem a adesdo a superficies abiéticas. Todas as
adesinas fungicas compartilham em comum trés dominios estruturais, que sao: dominio
C-terminal que contém a ancora de GPI (glicosilfosfatidilinositol) responsavel pela ligagcao
da adesina a parede celular, a por¢do N-terminal que contém o carboidrato ou peptideo
de ligacdo e o dominio central caracterizado pela presenca de mudltiplas repeticbes de
serina e treonina codificados por uma sequéncia conservada do DNA (Verstrepen & Kiis,
2006).
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Varios estudos na literatura tém demonstrado o potencial de aderéncia de
isolados de Candida spp. a células epiteliais (Biasoli et al. 1999; Murphy & Kavanagh,
2001). Em outro trabalho envolvendo células epiteliais, Murphy & Kavanagh (2001) ao
tratarem um isolado de C. albicans com manosidase observaram um substancial
decréscimo (60%) na aderéncia a células epiteliais, demonstrando a importancia deste
componente da parede (manoproteinas) no processo de aderéncia de C. albicans aos
tecidos do hospedeiro. Na parede celular destes fungos existem algumas enzimas
funcionais envolvidas na biossintese ou remodelacao da parede celular, que acompanha
o crescimento e divisao celular.

O envolvimento de varios fatores na adesao de Candida spp. as células epiteliais
tem sido também demonstrado, e entre eles, a atividade proteolitica extracelular (Borg &
Richel, 1988; Hube, 1996). A secrecao de enzimas proteoliticas aumenta a capacidade
do fungo para colonizar e penetrar nos tecidos bem como escapar do sistema imune do
hospedeiro (Macdonald & Odds, 1980; Borg & Riichel, 1988; Ray & Payne, 1990;
Cutler,1991; Richel et al., 1992; Kaminishi et al., 1995; Kretschmar et al., 1999). O
“phenotypic swiching” (mudangas reversiveis nas caracteristicas fenotipicas das células)
também contribui para a aderéncia, pois permite ao fungo assexuado adaptar-se as
mudancas ambientais. Ou seja, quando ocorre alteracdo no equilibrio do meio bucal, pode
haver mudancga na expressdo de moléculas de superficie da Candida spp. favorecendo
sua aderéncia na mucosa bucal e consequentemente infeccdo (Cannon et al., 1995). Os
genes de adesdo sdo ativados por diversos fatores, tais como: saturacdo do meio por
carbono e/ou nitrogénio, mudangas de pH ou alteragdes nos niveis de etanol. Estas
mudancas da forma “ndo-aderente” para a “aderente” permite uma adaptacdo das
leveduras a estas situagdes de “stress”.

Tem-se sugerido ainda, que o DNA proviral do HIV pode estar presente em células
epiteliais bucais e provocar mudangas na superficie celular, de forma a favorecer a
colonizacao por Candida spp. (Qureshi et al., 1995).Posteriormente foi demonstrado que
C. albicans se liga a um nimero significantemente maior de células epiteliais bucais de
pacientes HIV+ do que de individuos saudaveis. Isto pode significar que receptores das
células hospedeiras possuem papel decisivo na recorréncia de candidiase oral em
pacientes infectados pelo HIV (Schwab et al., 1997).
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O processo de adesdo de espécies de Candida as superficies do hospedeiro é
controlado e induzido por varias cascatas de sinalizagdo celular tanto no fungo como
também no ambiente, em prol de sua viruléncia.

Drago et al. (2000) observaram que células epiteliais orais promoviam a
endocitose de C. albicans. Mais tarde, Park et al. (2005) corroboraram com este achado
ao demonstrarem que o acumulo de actina na célula epitelial ao redor da hifa
internalizada sugeriria a endocitose do fungo por estas células. Assim, concluiram que
apods a adesao, C. albicans invade o epitélio oral in vitro através da indugao da sua prépria
endocitose pelas células epiteliais orais.

Para C. albicans, a adesao as superficies do hospedeiro também ¢é de extrema
necessidade para ocorrer o desenvolvimento da infeccdo. Além dessa adesdo, ha a
capacidade de formacdo de biofilme devido a hidrofobicidade da parede celular. Esta
importante caracteristica permite com que C. albicans colonize além dos tecidos do
hospedeiro, implantes, catéteres e materiais cirirgicos. Uma das moléculas sinalizadoras,
farnesol (“quorum-sensing” molécula), que inibe a formacéo de hifas em C. albicans, tem
apresentado também capacidade de prevenir a formacao de biofilme por este fungo. Cao
et al. (2005), utilizando analises de expressGes de genes por “microarray” de uma
populacdo flngica tratada com farnesol, caracterizou uma série de produtos génicos
importantes para a formagao do biofilme. No entanto, para que ocorra a formacao desta
comunidade microbiana altamente estruturada, o biofilme, é necessario haver interacao
entre moléculas presentes na superficie da célula fingica e na célula epitelial. Evidéncias
sugerem as manoproteinas de C. albicans como as principais adesinas responsaveis pela
adesdo as células do hospedeiro (Tosh & Douglas, 1992).

Usando diferentes espécies de Candida, alguns pesquisadores observaram que a
aderéncia ao plastico da placa de Elisa esta relacionada a células com hidrofobicidade de
superficie (CSH) que contribuem para a interacdo entre as células e as superficies, fator
importante e que permitiu a aderéncia de C. albicans [Klotz et al.,1985 El- Azzi & Khardori
1999, Glee & Hazen 1995). Li et al. (2003) relataram que CSH desempenhava um papel
importante na formagao do biofilme de C. albicans.

Outros estudos também demonstraram uma correlagdo positiva entre a habilidade
de formacédo do biofiime e CSH. Em um momento determinado os biofilmes foram
tratados com diferentes concentracbes de baicaleina (BE) e notou-se que quando foi
utilizada uma concentracdo alta de BE houve um aumento da inibicdo do biofiime e
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simultaneamente a diminuicdo de CSH. Assim, foi possivel perceber que a diminuicao de
CSH pode contribuir para a inibicao da formagao de biofiime pela baicaleina. Para
confirmar isso, o nivel de expressdo CSH1, um gene que codifica a proteina CSH, foi
analisado. CSH1 foi o primeiro gene que demonstrou desempenhar um papel no fenétipo
CSH em C. albicans. A perturbacdo de CSH1 resultou numa diminuicdo mensuravel de
CSH e consequentemente uma diminuigdo do nivel de aderéncia de C. albicans a
fibronectina. Isso porque a diminuicdo da expressdo de CSH1 resultou na inibicdo da
formacdo do biofilme de C. albicans. Os autores concluiram que os biofilmes de C.
albicans sao resistentes as drogas antifingicas e que com a descoberta da bailcaleina
pdde-se notar que houve inibicdo da formacao do biofilme por estirpes de C. albicans,
descoberta que pode ser Util para o desenvolvimento de novas estratégias para redugao
da incidéncia das infecgdes nas quais essas leveduras estao associadas (Singleton et al.,
2001, Cao et al., 2008).

Visto a grande complexidade estrutural e funcional da parede celular dos fungos,
principalmente os causadores de infecgdes em humanos, Nimrichter et al. (2005) em uma
revisdo recente, demonstraram que este conjunto de caracteristicas e a biossintese
destes componentes podem ser considerados como alvos potenciais para drogas e
anticorpos antifungicos. Estes autores descrevem, ainda, novos aspectos de
determinados componentes da parede celular no envolvimento direto na patogénese
fungica, como por exemplo: glicolipidios, melanina, proteinas de choque térmico, histonas
e antigenos de superficie.

2.2.2 Diferenciacao celular

Candida spp. exibem a capacidade de crescimento tanto na forma de levedura
como de micélio (tubo germinativo) em resposta aos diferentes fatores ambientais,
fendmeno esse denominado polimorfismo. Experimentos in vivo demonstram que esta
transicdo de levedura para micélio deve estar relacionada com a patogenicidade deste
microrganismo, passando, entdo, a ser considerada como um importante fator de
viruléncia (Cutler, 1991). In vitro, esta mudanga morfoldgica é facilmente induzida através
de algumas caracteristicas ambientais e/ou nutricionais (como por exemplo: temperatura,
pH e fonte de carbono) (Simonetti et al., 1974; Buffo et al., 1984). No entanto, os

mecanismos fisioldgicos envolvidos no processo de morfogénese e regulacado molecular
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em C. albicans devem ser mais bem esclarecidos (Casanova et al. 1997). Por isso varios
estudos vém sendo realizados a fim de se compreender melhor estes eventos para que
se possa usa-los no tratamento e prevencao de infecgdes fungicas, principalmente em
pacientes mais susceptiveis.

A observagao de hifas em tecidos infectados e sua maior resisténcia a fagocitose
sugere ftratar-se da forma patogénica de C. albicans, enquanto a forma ovdide da
levedura representa seu estado comensal (Sweet, 1997).

Os eventos de diferenciacdo celular sdo induzidos pelas mudangas na expressao
de genes que codificam fatores especificos, muitos dos quais sdo necessarios para a
viruléncia do microrganismo (Whiteway & Oberholzer, 2004). A via de transduc¢éo de sinal
pertencente a familia de proteinas Ras — proteina cinase A (PKA) é importante no
processo de regulacdo e diferenciacdo tanto para a formagdo de hifas quanto para a
viruléncia de C. albicans durante o desenvolvimento da infeccdo (Lo et al, 1997).
Recentemente, Ueno et al. (2004) demonstraram que poliaminas apresentam uma agao
“upstream” na ativagdo da via de sinalizacdo da adenilato ciclase elevando a
concentragdo de AMP ciclico intracelular, regulando assim a formacdo de hifas em
C. albicans.

2.2.3 Formacao de biofilmes por microrganismos

Os biofilmes consistem em capas de células embebidas dentro de um polimero
extracelular (Baillie & Douglas, 2000), associadas irreversivelmente as superficies e
consércio de multi-espécies (Costerton et al, 1999; Donlan and Costerton, 2002),
representando o tipo mais prevalente de crescimento de microrganismos na natureza,
sendo cruciais para o desenvolvimento de infecgdes clinicas (Davey & O’Tolee, 2000). A
formacao do biofilme em espécies de C. albicans, se da por adesdo de uma camada de
células flutuantes leveduriformes a uma superficie e sobre estas uma camada de formas
filamentares rodeadas por uma matriz de polissacarideos (Chandra et al, 2001). O
material extracelular produzido pela espécie C. albicans contém carboidratos, proteinas e
outros componentes ainda desconhecidos, sendo esta composicao diferente das células
nao aderidas (planctonicas) segundo Baillie & Douglas (2000), e muito mais forte e
estavel quando o biofilme desenvolve-se em meio aquoso, tendo uma resisténcia muito
alta as drogas terapéuticas (Kunamoto, 2002).

10
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Dispositivos implantados como catéteres, valvulas protéticas do coracdo, assim
como dispositivos relacionados, permitem a este patdégeno aderir-se a superficie,
formando biofilme (Dougherty, 1988). O biofilme produzido pela C. albicans consiste em
células leveduriformes e filamentares (hifa e pseudohifa) acopladas numa estrutura
bidimensional. O biofilme formado pela C. albicans € similar ao formado por outros
microrganismos, mas a sua estrutura € altamente dependente das condigbes sob a qual
este esteja formado; esta plasticidade sugere que o biofilme formado no hospedeiro, vai
depender da natureza do dispositivo implantado e da sua localizagdo (Kunamoto, 2002).
Alguns resultados de pesquisas indicam que a C. albicans, o maior patégeno dentre as
espécies de Candida, produz a maior extensdo de biofilme (Kunamoto, 2002). Esta inclui
formas leveduriformes e filamentares, 6timas para a colonizacdo de superficies inertes,
sendo a forma leveduriforme a produtora de uma capa basal adesiva, e a forma filamentar
a que prové o suporte para o desenvolvimento de uma estrutura multi-extrato (Baillie &
Douglas, 2000).

Muitos biofilmes estdo compostos por uma variedade de espécies bacterianas e,
algumas vezes inclusive, podem conter misturas de bactérias e fungos. Os membros
destes biofilmes tém diferentes caracteristicas e utilizam diferentes funcdes metabdlicas,
apresentando comensalismo, um fendmeno difundido no biofilme (Shapiro, 1998). Por
exemplo, em locais onde os colonizadores primarios sao aerobios ou anaerobios
facultativos, a difusdo de oxigénio através do biofilme, determina aos microrganismos
anaerdbios sobreviverem como colonizadores secundarios na superficie do biofilme (Loo
et al., 2000).

A C. albicans, sendo um comensal na cavidade oral, pode-se aderir a outras
espécies da microbiota oral, como o Streptococcus sanguis, S. salivarius, S. mutans, S.
mitis, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces viscosus, Lactobacillus amylovorus,
Porphyromonas gingivalis, Eubacterium saburreum (Reynaud ef al, 2001) e
Staphylococcus spp. (Dahlen, 2006). Outros pesquisadores responsabilizam a C. albicans
como promotor para a adesao de microrganismos, tais como Streptococcus spp, E. coli e
Porphyromonas gingivalis (Branting et al., 1989; Centeno et al., 1983) . Estas interagdes
estdo associadas a doencas como periodontite (Reynaud et al.,, 2001) , periodontite
apical (Slots et al., 1988) , necrose da polpa dental e infec¢des de dentina (Waltimo et al.,
2003), jA4 que a levedura possui a capacidade de colonizar a hidroxiapatita como S.
mutans (Nikawa et al., 1998).

11
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Embora C. albicans seja a levedura considerada, majoritariamente, a mais
patogénica das espécies de Candida, uma variedade de outros membros deste género
como a C. krusei, Torulopsis glabrata, C. tropicalis e C. dubliniensis, tém sido citados
como agentes causadores de um aumento no nimero de infecgoes (Gilfillan et al., 1998) ,
assim como sua capacidade de adesao a superficies plasticas (Panagoda et al., 1998;
Samaranayake & Nair, 1995; Webb et al, 1998). Este fator de co-agregacdo pode
depender de outros fatores como variagcoes inter ou intra-espécie (Branting et al., 1989)
e componentes da parede celular bacteriana (Holmes et al., 1995a).

Nem todos os microrganismos, porém, possuem esta adesao com a C. albicans.
Esta limitagdo pode ser observada em certas espécies de Candida spp. € em bactérias
como a P. aeruginosa (Hogan & Kolter, 2002; Hogan et al., 2004), assim como também
em S. epidermidis, Serratia marcescens e Enterobacter cloaca (El-Azizi et al., 2004) .

Ocasionalmente, por razdées puramente mecanicas, alguns microrganismos
deixam de produzir polimero extracelular e sao liberados do biofilme para o meio exterior.
As células do biofilme podem ser dispersas pelo crescimento ativo das células irmas,
como resultado dos niveis de nutrientes ou “quorum sensing’, ou pelo destacamento de
agregados de biofilme (Baselga et al., 1994). Devido ao incremento da camada
superficial do biofilme, condicdes anaerdbias desenvolvem-se no biofilme em locais onde
existem microrganismos anaerdbicos. Enzimas polissacarideas especificas para o
polimero extracelular de diferentes organismos podem, possivelmente, ser produzidas
durante diferentes fases do desenvolvimento do biofilme dos microrganismos e contribuir
no desligamento dos mesmos (Boyd & Chakrabarty, 1994) . O modo de dispersao,
aparentemente afeta as caracteristicas fenotipicas do microrganismo. A migracdo dos
agregados do biofilme parece reter certas caracteristicas no biofilme, como propriedades
de resisténcia antimicrobiana, em comparacao as células que tém sido liberadas como
resultado do crescimento, podendo reverter rapidamente ao fendtipo planctdénico (Donlan,
2002) .

Como conseqiiéncia do desprendimento e liberagdo das células microbianas
plancténicas do biofilme, e a evidéncia que suporta a idéia que ha um padrao natural de
programacao de liberagdo e destacamento destas células, estas podem colonizar outras
superficies ou individualmente, formar novas microcolénias (Baselga et al., 1994). No
entanto, os biofilmes podem atuar como foco central de uma infec¢cdo aguda, se as

12
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defesas do hospedeiro ndo puderem eliminar as células que sao liberadas durante a
infeccdo (Costerton et al., 1999) .

Porém, um trabalho feito em pulmdes de ratos comprovou que as microcolbnias
formadas no processo de desenvolvimento do biofilme ou os microrganismos aderidos
dentro deste, liberam antigenos e estimulam a reposta do sistema imune induzindo a
producdo de anticorpos. Mas, estes anticorpos ndo sdo efetivos dentro do biofilme,
podendo causar deposicdoes de complexos imunes e danos aos tecidos (Cochrane et al.,
1988) .

O desenvolvimento e aplicagao de novas ferramentas moleculares em combinacao
com 0 avango de novos microscopios, ndo somente prove detalhes em imagens 3D da
estrutura, mas também da atividade e o estado fisiolégico das células individuais do
biofilme (Wimpenny et al., 2000). Limitagées na difusédo devido a estrutura do biofiime
resultam na variagdo local da disponibilidade de nutrientes, pH, e tensdo de oxigénio.
Consequentemente, os microrganismos dentro do biofiime sao inevitavelmente
heterogéneos com respeito a expressao genética.

Um estudo onde a atividade dos promotores foi monitorada como uma funcao da
expressao de um fluoréporo indicou que a heterogeneicidade na expressao de genes de
células individuais existe incluso dentro de microcolénias da mesma espécie (Yarwood et
al., 2004) . E provavel que esta heterogeneicidade se traduza em fungdes especializadas
nas células do biofime (Yarwood et al, 2004) . Embora ndo se tenha definicao
comprovada de que a heterogeneicidade no biofilme possa certamente resultar na divisdo
de fungdes das espécies certamente incrementa a eficiéncia metabdlica da populagao
como um todo (Jefferson, 2004) .

A maioria dos microrganismos precisa expressar somente uma parte de seu
genoma para converter-se numa unidade estrutural e funcional de um micro-sistema. As
continuas trocas no ecossistema podem se acomodar por alteragbes no padrdo de
expressdes genéticas, requerimento da comunicagdo entre o0 ecossistema e a
coordenacgao da expressao genética. O biofilme oral esta sujeito a presencga de nutrientes
que podem alterar as condigbes entre microrganismos aerobicos e anaerdbicos e as
flutuagcbes do pH. Para minimizar estes processos, o biofilme possui circuitos regulatérios
integrados, envolvidos com aspectos fisiolégicos celulares numa coordenada resposta as
trocas do ecossistema, sendo que estes circuitos regulatérios incluem sistemas de
“operons” que estao controlados por uma proteina simples regulatéria (Carlsson, 1997) .

13
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Da perspectiva de uma patogénese, a caracteristica mais importante do
crescimento em biofilme é a resisténcia a agentes antimicrobianos exibidos pelos
organismos (Kunamoto, 2002). Resultados de muitos estudos tém demonstrado que
biofilmes formados por espécies de Candida mostram-se mais resistentes a importantes
agentes antifungicos utilizados na clinica, como anfotericina B, fluconazol, itraconazol e
cetoconazol. Novos azodis, como voriconazol e ravuconazol, também se mostraram
ineficazes contra estes biofilmes (Kuhn et al., 2002).

O mecanismo de resisténcia do biofilme aos agentes antimicrobianos ainda nao
esta totalmente elucidado. Uma das hipéteses que pode explicar esta resisténcia é a
presencga da matriz restringindo a penetragdo dos medicamentos através da formacao de
uma barreira de difusao (Gilbert et al., 2002; Kunamoto, 2002) e somente as camadas
mais superficiais estariam em contato com doses letais dos antibiéticos.

Porém, alguns pesquisadores tém concluido que esta matriz ndo constitui uma
barreira para a difusdo destas drogas (Baillie & Douglas., 2000). A progressao da
resisténcia as drogas para Chandra et al. (2001) estaria associada com o aumento da
atividade metabdlica num biofilme em desenvolvimento, no entanto, este é interrompido e
0S organismos ressuspensos sao expostos a drogas antiflingicas, sendo que estes retém
significativamente a resisténcia aos antibidticos, indicando que esta caracteristica
fenotipica & uma propriedade intrinseca das préprias células (Kunamoto, 2002).

2.3 Candida spp e doencas periodontais

Varios fatores sao citados como responsaveis pela ocorréncia das candidoses
orais, alguns relacionados ao hospedeiro e outros a prépria levedura. Os mais citados
relacionados ao hospedeiro séo: diabetes mellitus (DM), perda de dentes, restauracoes,
aparelhos (ortodénticos e protéticos), mudancas de habitos alimentares, higiene oral,
doencas sistémicas, alteragbes hormonais, certas drogas sistémicas e locais,
imunodepressao, radiacdo e quimioterapia (Paula, 1998).

Entre os fatores relacionados com a levedura (também denominados fatores de
viruléncia) encontram-se o fendbmeno de aderéncia (adesina), a forma miceliana, a
variabilidade fenotipica, a producao de enzimas extracelulares (protease e fosfolipase) e
as toxinas. Apdés a adesdo da levedura as células do hospedeiro, inicia-se a
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pseudofilamentacdo da mesma, j4 que € uma caracteristica da vida parasitaria (Paula,
1998; Vidotto et al., 1999; Menezes et al., 2007).

A patogenia das Candida spp. esta relacionada a uma combinagao de fatores que
contribuem para a sua viruléncia, destacando-se a producao de enzimas extracelulares,
como a proteinase e a fosfolipase, como um dos principais mecanismos de viruléncia. O
amplo espectro da candidiase e a sua significancia clinica tém estimulado o interesse no
estudo desses mecanismos de patogénese (Candido ef al. 2000; Menezes et al., 2007).

E importante ressaltar que estas leveduras podem fazer parte da microbiota
normal e ser encontradas facilmente como simples comensais. Portanto, o diagndstico da
candidose depende do isolamento em cultura e da demonstragdo da patogenia da
espécie isolada (Ghannoum & Abu- Eltenn, 1990; Menezes et al., 2007).

A candidose é considerada a mais freqliente infeccao flngica da cavidade oral
humana, e C. albicans é também a principal espécie relacionada, embora as espécies
ndo-albicans, tais como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. kruzei, C. glabrata e C.
dubliniensis, estejam se tornando comuns em certos grupos de pacientes (Pfaller, 1995;
Xu et al., 1999; Samaranayake & Macfarlane, 1982; Repentigny et al., 2004).

A analise de isolados clinicos, provenientes de pacientes com candidose, sugerem
que a maioria das infecgbes por Candida spp. originam-se de cepas comensais, que
habitavam a cavidade oral, vagina ou o trato gastrointestinal, anteriormente a infecg¢ao.
Deste modo, a compreensao dos padrdes de transmissibilidade e a permanéncia de
fungos comensais tém implicacdes médicas consideraveis (Kam & Xu, 2002).

A candidose bucal pode apresentar-se clinicamente de trés formas distintas:
candidiase eritematosa, candidiase pseudomembranosa e queilite angular (Repentigny et
al., 2004).

A ocorréncia de periodontite severa tem sido associada ao isolamento de espécies
de Candida spp. a partir das lesdes periodontais (Peterson et al., 1987; Slots et al., 1988;
Reichart 2003; Boniotto et al., 2004). A levedura, através do acesso aos tecidos produz
metabolitos que levam a inflamagao. Entretanto, o significado clinico destas observacdes
e o papel destes microrganismos na patogénese das doencas periodontais, ainda nao
estdo bem esclarecidos. Muitas investigagdes cientificas vém sendo realizadas a fim de
aprofundar os conhecimentos nesta area (Robinson, 1996; Lamster et al., 1998). Foi
sugerido que, quando C. albicans obtém acesso aos tecidos periodontais, estes podem
ser prejudicados pela producao de metabdlitos por estas leveduras. Waltimo et al. (2000),
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avaliando a susceptibilidade aos antifungicos entre isolados de C. albicans de bolsas
periodontais, demonstrou que 100% destes isolados foram sensiveis a anfotericina B € a
5-fluorocitosina. Contudo, a sensibilidade aos azélicos mostrou-se variavel, ocorrendo
resisténcia cruzada. Esse fato vem corroborar recentes dados, que indicam uma
crescente resisténcia aos azoélicos entre espécies de Candida, sugerindo que a cavidade
oral poderia ser um reservatério de leveduras resistentes.

Os mecanismos moleculares de resisténcia aos antifungicos pertencentes a
familia dos azélicos em cepas C. albicans isoladas de pacientes HIV sdao multifatoriais
com predominancia da “overexpression” dos genes (MDR1 e CDR) codificadores da
bomba de efluxo, fato esse detectado em 85% de todos os isolados com esta
caracteristica fenotipica de resisténcia (Perea et al, 2001; Sangeorzan et al.,1994 e
Barchiesi et al.,1995).

O uso difundido de antifungicos azoélicos para tratamento de candidose oral,
principalmente apds a era Aids, parece ser um fator preponderante no aumento da
freqiéncia de espécies de Candida nao-albicans, especialmente aquelas naturalmente
mais resistentes a esta classe de antifingicos, tais como C. glabrata e C. krusei (Dronda
et al, 1996). Dados provenientes de alguns estudos sugerem que o tratamento
prolongado ou intermitente com antifungicos, modifica a prevaléncia de C. albicans,
aumentando a freqUéncia de outras espécies de Candida spp. (Persons et al., 1991;
Millon et al., 1994).

A distribuicdo das diferentes espécies de Candida em populagdes homogéneas
saudaveis ainda é pouco conhecida, uma vez que a maioria dos estudos é realizada com
grupos de individuos imunocomprometidos.

2.4 Mecanismos de acao de antifungicos

Comparadas as infecgbes bacterianas, poucas drogas estdo disponiveis para o
tratamento de infec¢des fungicas. Isto é atribuivel a natureza eucariética das células
fungicas e a dificuldade em identificar alvos Unicos ndo compartilhados com hospedeiros
humanos. A maioria das terapias designadas para tratar infec¢des fungicas visa a via
biossintética do ergosterol, um esterol componente da membrana celular que é Unico para
fungo. A droga mais comumente usada no tratamento e prevengdo da candidiase é o

fluconazol, um membro da familia dos azéis cujo alvo é a enzima Erg 11, lanosterol 14a-

16



2 Revisio de Literatura

demetilase, na via biossintética do ergosterol. A terapia padrdao para o tratamento de
infeccoes resistentes ao fluconazol é a anfotericina B, que se liga ao ergosterol e
permeabiliza a membrana plasmética (Onyewu et al., 2003). Assim como a Anfotericina B,
a nistatina englobada na classificagao de um antifingico poliénico forma complexos com o
ergosterol de membrana, ocasionando um aumento da permeabilidade na mesma, a qual
libera seu conteudo intracelular acabando por conduzir na morte da célula.

Esses tratamentos sao extremamente efetivos, mas linhagens e espécies
resistentes de Candida estao emergindo e novos tratamentos para infecgdes sistémicas
necessitam ser desenvolvidos. Um inconveniente dos azois é que eles sdo muitas vezes
fungistaticos e nao fungicidas, o que provavelmente contribui para o desenvolvimento de
resisténcia nos isolados clinicos de pacientes imunocomprometidos.

Entretanto, Kam & Xu (2002), relataram que os hospedeiros humanos saudaveis
podem ser altamente heterogéneos quanto a composicdo das espécies que abrigam,
sendo que um Unico hospedeiro pode abrigar multiplas espécies ou multiplos gendtipos
da mesma espécie, resultando num processo dindmico de colonizacdo. Ainda, distintos
subgrupos genotipicos de C. albicans podem variar quanto a suscetibilidade aos
antifungicos ou quanto a viruléncia (Al-Karaawi et al., 2002).

C. albicans é dividida antigenicamente em dois sorotipos, baseando-se na
presenga do antigeno de superficie A ou B, originalmente descritos por Hasenclever &
Mitchell (1961). Portanto, existe uma prevaléncia variavel dos sorotipos A e B, associada
por alguns autores a diversidade geografica, pressao seletiva de antifingicos, estado
imune, fatores do hospedeiro, além de divergéncias entre os métodos de sorotipagem. Foi
relatado que amostras pertencentes ao sorotipo B apresentam MIC(s) (concentracdes
minimas inibitérias) significativamente elevadas para fluconazol, itraconazol e 5-
fluorocitosina, quando comparadas com as do sorotipo A. Em populac¢des de individuos
saudaveis ou imunocomprometidos, estudos relatam uma predominancia do sorotipo A,
em ambos os casos (Williams et al., 2000). No Brasil, o sorotipo A de C. albicans, parece
ser 0 mais prevalente fenoétipo isolado, de acordo com estudos feitos em populagéo
predominantemente de pacientes HIV positivos. Dados mais precisos com relagio a esta
prevaléncia na populagao, ainda sido escassos (Pires et al., 1996; Sant’Ana et al., 2002).
No entanto, recentes estudos demonstram um aumento da prevaléncia do sorotipo B em
pacientes HIV positivos (Brawner & Cutler, 1989; Barturen et al., 1995;).
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Estudos recentes revelaram que uma familia de peptideos secretados na saliva, as
histidinas, apresenta atividade contra fungos patogénicos, incluindo a levedura C. albicans
(Rayhan et al, 1992). Posteriormente, demonstrou-se que um destes peptideos, a
histidina 5, liga-se a receptores da membrana plasmatica, sendo captada pelas células e
associando-se intracelularmente com as mitocéndrias. Na mitocdndria, estes peptideos
provocam uma série de eventos citotdxicos, como deplegdo do ATP intracelular,
diminuicdo da atividade respiratéria e formacao de espécies reativas de oxigénio
(Helmerhorst et al., 2001). O composto acarreta ainda perda de volume celular e
interrupgao do ciclo de vida do organismo (Kavanagh e Dowd, 2004).

Bakkali et al. (2005) investigaram uma possivel genotoxicidade dos 6leos
essenciais de cinco espécies de plantas medicinais usadas em aplicagdes farmacologicas
tradicionais, sobre diferentes cepas da levedura S. cerevisiae, causando efeitos
genotbxicos maiores na fase exponencial do que na fase estacionaria. A citotoxicidade foi
descrita na seguinte ordem: Origanum compactum > Coriandrum sativum > Artemisia
herba alba > Cinnamomum camphora > Helichrysum italicum. Alguns derivados de H.
italicum induziram claramente a mutagao citoplasmatica, pois exerce efeito sobre 0 DNA
mitocondrial da levedura, modificando sua estrutura e funcdo, podendo estimular a
expressao transcricional do DNA causando danos aos genes responsaveis pela
respiracao celular.

O relevante papel que as espécies de Candida spp. desempenham na ecologia
da cavidade bucal, (no estado de saude, nas infeccoes e na formacao de biofilmes
dentais), além da perspectiva de maiores estudos sobre a associagdo dessas leveduras
com as doengas periodontais, fazem desses microrganismos alvo de muitas pesquisas.
Leva-se em conta ainda a resisténcia entre isolados de C. albicans de bolsas periodontais
aos antifungicos azodlicos, sugerindo que a cavidade oral pode ser um reservatério de
leveduras resistentes. A resisténcia desses patégenos humanos a multiplas drogas é bem
conhecida atualmente, e mostra a necessidade da busca de substancias antimicrobianas
a partir de novas fontes, incluindo plantas utilizadas na medicina popular, por
apresentarem grande variedade de compostos com propriedades terapéuticas.
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2.5 Plantas Medicinais
2.5.1 Plantas Medicinais e a Abordagem etnobotanica

Segundo informagbes da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 60% da
populacdo mundial utilizam medicamentos tradicionais, baseados em uma histéria de
utilizagdo prolongada, com frequéncia milenar (OMS, 2002b). Entre as praticas
consideradas tradicionais destaca-se o uso de produtos a base de plantas medicinais.

Apesar de sustentar-se em historia milenar, a infra-estrutura para a pesquisa em
medicina tradicional esta muito menos desenvolvida que a da medicina convencional.
Apenas 25 dos 191 paises membros da OMS tém desenvolvido politicas referentes a
medicina tradicional e/ou complementar e alternativa, sendo que o Brasil ndo figura neste
pequeno grupo (OMS, 2002a). Entretanto, tem havido um apelo insistente e crescente,
nos dias atuais, para que se determine a inocuidade e eficacia desta pratica, sendo
frisado como importante que se preste apoio a criacao de infra-estrutura apropriada no
ambito académico e em outras instituicdes (OMS, 2002b).

Por outro lado, é sabido que o Brasil, possuidor da maior biodiversidade do
planeta, possui uma imensa flora medicinal nativa ainda desconhecida ou pouco estudada
Também se sabe que, apesar de nossa condicdo privilegiada de biodiversidade,
utilizamos, e muito, as plantas medicinais exoticas, sendo que os valores de importacao
superam amplamente os de exportacdo para estes produtos. Assim, torna-se mais do que
necessario que se invista em pesquisas nesta area, em nossa flora nativa, sendo a
etnoboténica e a etnofarmacologia importantes ferramentas para se trabalhar neste
objetivo.

Entre as diversas definicdes para etnobotanica, Amorozo (1996) afirma que esta é
a ciéncia que se ocupa do estudo do conhecimento e das conceituagbes desenvolvidas
pelas sociedades a respeito do mundo vegetal, englobando o uso que se da a ele. E uma
ciéncia altamente interdisciplinar, pois trata de aspectos da boténica, antropologia,
arqueologia, fitoquimica, farmacologia, medicina, histéria, religiao, geografia e diversas
outras ciéncias e artes pertinentes (Schultes e Reis, 1997). A etnobotéanica aplicada ao
estudo das plantas medicinais trabalha em estreita cumplicidade com a etnofarmacologia,
a qual consiste na exploracao cientifica interdisciplinar de agentes biologicamente ativos,
tradicionalmente empregados ou observados pelo homem (Amorozo, 1996).
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A importadncia de se estudar o conhecimento e uso tradicional das plantas
medicinais pode ter 3 implicacdes distintas (Amorozo, 1996; Elisabetsky, 2001): resgatar o
patriménio cultural tradicional, assegurando a sobrevivéncia e perpetuacdo do mesmo;
otimizar os usos populares correntes, desenvolvendo preparados terapéuticos (remédios
caseiros) de baixo custo e organizar os conhecimentos tradicionais de maneira a utiliza-
los em processos de desenvolvimento tecnoldgico.

Amorozo (1996) acrescenta que este tipo de abordagem, oriundo de tradicdo
popular “boca a boca”, pode fornecer muitas informagdes Uteis para a elaboracdo de
estudos farmacolégicos, fitoquimicos e agrondmicos, com grande economia de tempo e
dinheiro, permitindo o planejamento da pesquisa a partir de um conhecimento empirico ja
existente, muitas vezes consagrado pelo uso continuo, que entdo podera ser testado em
bases cientificas.

Com relacao a otimizacdo dos usos populares correntes, segundo estimativa da
OMS, um terco da populacdo mundial ndo tem acesso periddico a medicamentos
essenciais, sendo necessario que se invista na medicina alternativa (WHO, 2002).

As atividades humanas tradicionais influenciam tanto os cultivos quanto a
vegetacdo natural circundante, sendo importante o conhecimento destes sistemas e do
respectivo manejo, visando o controle de ervas daninhas, pragas e doengas, 0
desenvolvimento de cultivos em terras consideradas marginais, conservacao de recursos
genéticos, producao agricola sustentavel etc. (Shultes & Reis, 1997).

Ainda em relagdo ao aspecto de producdo de plantas medicinais cabe aqui
lembrar que muito tem sido falado a respeito dos cuidados que se tem que ter neste
segmento, uma vez que a producdo dos principios ativos por estas plantas depende de
uma série de fatores durante o crescimento vegetal e nos procedimentos apds a coleta.
Em funcdo desta preocupacgédo, a OMS publicou recentemente o guia de boas praticas
agricolas e de coleta para plantas medicinais, afirmando que reconhece que tem sido
dada atencao insuficiente na questdo da garantia de qualidade e controle da produgéao
destes materiais vegetais (WHO, 2002).

Para se garantir a padronizagdo completa de um produto fitoterapico, necessita-
se conhecer a influéncia de outros fatores sobre a qualidade quimica da matéria-prima
vegetal, pois de fato as plantas podem apresentar variabilidade ao longo das diversas
estacoes do ano ou ao serem secas € extraidas de diferentes formas. Conhecer tais
relagbes representa passo importante no dominio global da tecnologia referente a essa
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droga vegetal. Um fator a ser considerado durante a colheita é o estagio de
desenvolvimento da planta, pois variagbes grandes no contetido do principio ativo sdo
freqlientemente observadas quando se varia a época da colheita (Oliveira et al., 1998).
Martins et al. (1995) mencionam também que, de acordo com as substancias presentes
na planta, existem horarios em que a sua concentracao é maior (Vigo et al., 2004).

Outro fator a ser investigado é a secagem, que tem como objetivo eliminar certa
quantidade de agua do 6rgao vegetal, dessa forma possibilitando a conservacao das
drogas vegetais. Existem processos naturais (secagem ao sol, a sombra, mistos) e
artificiais (circulagdode ar, aquecimento com circulagdo de ar, vacuo e esfriamento)
(Oliveira et al., 1998). A verificacdo da interferéncia desses varios tipos de secagem sobre
os teores de ativos e as caracteristicas fisico-quimicas da droga contribui a utilizagdo do
melhor perfil de técnicas que propicie a maior qualidade possivel dessa matéria-prima.
(Vigo et al., 2004).

Como produto final de uma série de sugestdes apresentadas por diferentes
segmentos da sociedade, foi estabelecido uma legislacdo para a area de fitoterapicos
(Portaria 6/SVS de 31/1/1995), que definiu claramente que fitoterapico € um medicamento
com componentes ativos exclusivamente de origem vegetal, e que deve apresentar
comprovacao de eficacia, seguranga e qualidade. Também determinou prazos para a
realizacao de estudos de eficacia e toxicidade para os produtos ja existentes no mercado,
estabelecendo bases para uma maior aceitagdo desses produtos. Essa legislacédo
exerceu um papel educativo importante e foi reformulada, mantendo suas caracteristicas
essenciais (Resoluggo RDC n ¢ 17 de 24/2/2000). Também importante, foi o
estabelecimento, no Ministério da Saude e, posteriormente, na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA, de uma divisdo direcionada especificamente para
fitoterapicos. Sem um 6rgao executivo, o processo nao seria completo, qualquer que
fosse a legislacao estabelecida, pois essa por si s6 ndo assegura os instrumentos para a
melhoria da qualidade dos produtos no mercado.

No segmento industrial, é nitido o ressurgimento do interesse em produtos
naturais como fonte de modelos para farmacos (O’neil & Lewis, 1993; Kingston, 1996;
Shu, 1998, Harvey, 2000) e como matéria-prima para desenvolvimento de fitoterapicos
(Schenkel et al., 2001). Nos EUA, ocorreu uma expansdo marcante desse mercado. Por
exemplo, para produtos contendo kava-kava, entre 1997 e 1998, foi registrada uma
expansao de 461% e para o hipérico, 190% (Blumenthal et al., 2000). Dados recentes
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mostram aumentos na venda de valeriana (70,5%) e cha-verde (39,4%), entre 1999 e
2000 (Blumenthal, 2001). Além disso, tém sido desenvolvidos estudos de
farmacoeconomia com matérias-primas vegetais, mostrando seu impacto na economia de
certos paises (De Smet et al., 2000).

Nosso pais possui a maior base universitaria das Américas, excluindo os EUA;
nossos cientistas publicam em revistas de grande impacto; nosso sistema de pos-
graduacao é de excelente nivel e serve de exemplo para varios outros paises. Existe uma
inegavel capacitagdo cientifica em quase todas as areas relacionadas com o assunto em
pauta. Muitas patentes que geraram medicamentos, hoje comercializados por empresas
multinacionais, tiveram origem em universidades brasileiras. Temos, ainda, a maior
biodiversidade do planeta e algumas universidades brasileiras possuem equipamentos
analiticos equivalentes aos das grandes universidades estrangeiras. No entanto, os
recursos para financiar tais pesquisas nao sao suficientes em volume e constancia, tendo
em vista o alto custo do desenvolvimento destes produtos (Simdes & Schenkel, 2002).

Existe ainda uma falta de tradicdo das industrias farmacéuticas brasileiras em
investir em Pesquisa e Desenvolvimento - P&D - e isto € muito forte nas industrias de
fitoterapicos, geralmente, empresas familiares de pequeno ou médio porte. Dentre essas,
apenas algumas poucas se destacam pelo profissionalismo e seriedade com que atuam
na area, mantendo inclusive acordos de cooperagdo com Universidades, objetivando
garantir a qualidade, eficacia e seguranca de seus produtos (Simdes & Schenkel, 2002).

2.5.2 Plantas Medicinais, Fitoterapicos e Fitofarmacos.

A OMS define planta medicinal como sendo “todo e qualquer vegetal que possui,
em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou
que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos” (OMS, 1998). A diferenca entre
planta medicinal e fitoterapico reside na elaboragdo da planta para uma formulacao
especifica, o que caracteriza um fitoterdpico. Segundo a Secretaria de Vigilancia
Sanitaria, em sua portaria no. 6 de 31 de janeiro de 1995, fitoterapico é “todo
medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se exclusivamente matérias-
primas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagnéstico, com

beneficio para o usuario. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos do
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seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. E o produto
final acabado, embalado e rotulado.

Na sua preparacao podem ser utilizados adjuvantes farmacéuticos permitidos na
legislagcdo vigente. Nao podem estar incluidas substéancias ativas de outras origens, nao
sendo considerado produto fitoterapico quaisquer substancias ativas, ainda que de origem
vegetal, isoladas ou mesmo suas misturas. Neste ultimo caso encontra-se o fitofdrmaco,
que por definicao “é a substancia ativa, isolada de matérias-primas vegetais ou mesmo,
mistura de substancias ativas de origem vegetal”.

Com relacao aos fitoterapicos, foram abordados por Veiga Jr et al., 2005 pontos
que merecem atengao especial, enfocando a presenca de substancias “nao identificadas”,
adulterantes, diluentes, ou simplesmente misturas com outros extratos vegetais. Neste
ultimo caso, existe a possibilidade do comprometimento da qualidade do fitoterapico, um
assunto que vem sendo abordado recentemente em publica¢des cientificas (Veiga Jr. et
al.,2005).

No caso da comercializacdo popular de plantas medicinais, muitos cuidados
(validos até mesmo para plantas de uso milenar) sao relevantes, tais como identificacao
errbnea da planta (pelo comerciante e pelo fornecedor), possibilidades de adulteracao
(em extratos, capsulas com o pé da espécie vegetal, pé da planta comercializado em
saquinhos e garrafadas), interacdes entre plantas medicinais e medicamentos alopaticos
(que possam estar sendo ingeridos pelo usuario da planta), efeitos de superdosagens,
reacOes alérgicas ou téxicas.

2.5.3 Plantas Medicinais e possiveis reacoes adversas

O uso milenar de plantas medicinais mostrou ao longo dos anos, que
determinadas plantas apresentam substancias potencialmente perigosas. Do ponto de
vista cientifico, pesquisas mostraram que muitas delas possuem substancias
potencialmente agressivas e, por esta razdo, devem ser utilizadas com cuidado,
respeitando seus riscos toxicologicos.

O intenso apelo comercial advindo do forte movimento cultural dos naturalistas
aqueceu, em todo 0 mundo, o consumo de plantas medicinais. Entretanto, ndo ha respeito
aos limites de uso dos fitoterapicos, nao se fornecem informacoes sobre efeitos colaterais,
e o0 consumo de plantas, do modo com vem sendo feito, representa cada vez mais um

23



2 Revisio de Literatura

risco para a saude humana. Estudos multidisciplinares, associando fitoquimicos e
farmacélogos, tornam-se cada vez mais importantes para a definicdo dos potenciais
terapéuticos e toxicos de extratos vegetais (Veiga Jr. et al., 2005).

Como exemplos de efeitos tdéxicos de substancias presentes em plantas podem
ser citados os efeitos hepatotdxicos de apiol, safrol, lignanas e alcaléides pirrolizidinicos;
a acdo toxica renal que pode ser causada por espécies vegetais que contém terpenos e
saponinas e alguns tipos de dermatites, causadas por espécies ricas em lactonas
sesquiterpénicas e produtos naturais do tipo furanocumarinas. Componentes to6xicos ou
antinutricionais, como o 4cido oxalico, nitrato e &cido erlcico estao presentes em muitas
plantas de consumo comercial. Diversas substéncias isoladas de vegetais considerados
medicinais possuem atividades citotéxica ou genotdxica e mostram relagdo com a
incidéncia de tumores (Hoene, 1939; Veiga Jr et al., 2005).

Um dos efeitos tdxicos relatados recentemente foi ocasionado pelo uso de
cépsulas de téucrio (Teucrium chamaedrys L. — Labiateae), que causou uma epidemia de
hepatite na Franca. A origem do efeito toxico foi atribuida a diterpenos do tipo neo-
clerodano, transformados pelo citocromo P450 em metabdlitos hepatotdxicos, que
apresentavam uma subunidade epdxido. Anteriormente, o uso do téucrio era tido como
seguro até que a comercializagdo do vegetal em capsulas associado a camomila,
prescrito para dietas de emagrecimento, desencadeou o0s casos de hepatite toxica.
Estudos farmacolégicos mostraram que os diterpendides furanicos (muitos estao
presentes entre 0s clerodanos) causam apoptose dentro de 2 h em hepatdcitos de ratos.
Metabolitos eletrofilicos podem estimular a apoptose pela captura de tiéis, aumento da
concentragdo de célcio e ativagdo das enzimas transglutaminase e endonuclease
dependentes de calcio ( Fau et al., 1997; Veiga Jr et al., 2005).

Em paises como a Inglaterra, o téucrio era constantemente utilizado, sem aviso
aos consumidores, para substituir extratos de escutelaria (Scutellaria lateriflora) em
associagoes com valeriana. A mistura toxica levou erroneamente a crenca de que tanto a
valeriana quanto a escutelaria poderiam ser toxicas quando em misturas, por efeito
sinérgico (Veiga Jr et al., 2005).

Outro caso importante € o do confrei (Symphytum officinale L.). Esta planta é
utilizada na medicina tradicional como cicatrizante devido a presenca da alantoina, mas
também possui alcaldides pirrolizidinicos, os quais sdo comprovadamente hepatotéxicos e
carcinogénicos (Buckel, 2007; Veiga Jr et al, 2005). Apés diversos casos de morte
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ocasionados por cirrose resultante de doenca hepatica veno-oclusiva, desencadeadas por
estes alcalbides, o uso interno do confrei foi condenado pela OMS.

Outras plantas medicinais sdo potencialmente perigosas, podendo-se citar as
espécies do género Senecio (Buckel, 2007; Veiga Jr et al., 2005), a jurubeba (Solanum
paniculatum L.), ipeca (Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich.) e arnica (Arnica montana
L.), que podem causar irritacao gastrointestinal; o mastrugo (Chenopodium ambrosioides
L.) e a trombeteira (Datura suaveolens Humb. & Bopl ex Willd.), que podem lesionar o
sistema nervoso central; o cambara (Lantana cdmara L.), conhecido por sua
hepatotoxicidade; a cascara-sagrada (Rhamnus purshiana DC), que causa distlrbios
gastro-intestinais (como diarréia grave) e a arruda (Ruta graveolens), que pode provocar
aborto, fortes hemorragias, irritagdo da mucosa bucal e inflamag¢des epidérmicas. Em
doses elevadas, até mesmo o jatoba (Hymenaea courbail L.), conhecido como
expectorante e fortificante, pode desencadear reacbes alérgicas, € a suculba
(Himathantus sucuuba (Spruve) Woodson), usada no combate a amebiase, Ulcera e
gastrite, pode ser abortiva (Secco, 1990; Veiga Jr et al., 2005). No caso de gestantes, o
uso de espécies vegetais deve seguir rigorosamente os mesmos cuidados dos
medicamentos alopaticos.

Entre as plantas medicinais que podem causar riscos para mulheres gravidas, por
estimular a motilidade uterina e provocar aborto, encontram-se alho (Allium sativum), aloe
(Aloe ferox), angélica (Angelica archangelica), arnica (Arnica montana), canfora
(Cinnamomum canphora), confrei (Symphitum officinalis), eucalipto (Eucaliptus globulus),
alecrim (Rosmarinus officinalis), gengibre (Zengiber officinalis) e sene (Cassia angustifolia
e Cassia acutifolia).

Alguns oOleos essenciais também devem ser evitados, como exemplo, 0s
provenientes de bétula (Betula alba), cedro (Cedrela brasiliensis), erva-doce (Pimpinella
anisum), jasmim (Jasminum officinalis), manjericao (Origanum basilicum), manjerona
(Majorana hortensis), tomilho (Thymus vulgaris), rosa (Rosa sp.) e lavanda (Lavanda
angustifolia). Neste ultimo caso, deve-se evitar o0 consumo, especialmente nos primeiros
meses de gravidez (Davis, 1996; Veiga Jr et al., 2005).

A hipersensibilidade é um dos efeitos colaterais mais comuns causado pelo uso de
plantas medicinais. Ela pode variar de uma dermatite temporaria (comum, por exemplo,
entre os fitoquimicos) até um choque anafildtico. Sdo muito comuns dermatites
provocadas pelo contato com a planta. Esse efeito tem sido provocado, em grande patrte,
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por cosméticos que apresentam na sua formulagao, extratos de plantas ou substancias
isoladas de fonte vegetal. Neste caso, ndo apenas 0s usuarios como também os
profissionais que manipulam os cosméticos, podem contrair dermatoses (Simoes et al.,
1999; Veiga Jr et al., 2005).

Muitas dermatites e reacdes alérgicas sdo causadas por tratamentos denominados
de aromaterapia, uma pratica que se popularizou ao longo da década de 1990, que
envolve o0 uso de 6leos essenciais concentrados. Como exemplos, podem-se citar o0s
efeitos alérgicos da canfora e de misturas contendo éleos de lavanda e jasmim (Schaller,
et al., 1995; Veiga Jr et al., 2005).

2.5.4 Plantas medicinais e atividade antimicrobiana

O uso de plantas como fonte de medicamentos é predominante em paises em
desenvolvimento como uma solugao alternativa para problemas de saude, estando bem
estabelecido em algumas culturas e tradigdes, especialmente na Asia, América Latina e
Africa (Shale et al., 1999). Muitas das plantas nativas dessas regides ainda ndo foram
estudadas e podem ser pesquisadas para agao antimicrobiana, em contraste com plantas
da Europa, que ja foram bastante estudadas.

As informacdes disponiveis sobre plantas medicinais ativas contra a levedura C.
albicans nao resultou, até o momento, em formulacbées para uso humano ou animal,
exceto algumas patentes utilizando material derivado de plantas da familia do Allium
(Plummer, 1992), de Radix gentianae (Chen, 1996) e cinco extratos estudados por Lee et
al. (2003).

Recentemente, varios grupos de pesquisadores de diferentes paises tém estudado
a inibicao de C. albicans por extratos, 6leos essenciais e substancias isoladas de plantas.
Em muitos paises, tais como India, e paises da Africa e América Latina, a maioria dos
trabalhos comeca a partir de um levantamento etnofarmacolégico, que descrevem as
espécies mais freqlientes usadas pela populacdo. Alguns paises da América Latina tém
mantido programas de pesquisa para triagem de plantas medicinais com atividade
antimicrobiana, como é o caso de Cuba (Martinez et al., 1996), Honduras (Lentz et al.,
1998) e México (Navarro et al., 1996; Rojas et al., 2001), além de regulamentarem através
da criacao de banco de dados para que haja uma preservagédo do conhecimento.
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No Brasil, apesar da rica flora e biodiversidade existente, somente dados a partir
de cerca de 44 espécies englobadas em 22 familias com atividade positiva estao
disponiveis, incluindo plantas nativas e exéticas (Duarte & Figueira, 2008 - Tabelal).
Embora a maioria dos trabalhos refere-se a apresentagcées em congressos nacionais, 0
ndamero de trabalhos desenvolvidos no Brasil, indexados ou ndo, é similar aqueles
produzidos na América Latina e Asia.

No Brasil, a maior parte das pesquisas refere-se a testes isolados com uma ou
poucas espécies, geralmente baseadas em informagdes etnofarmacolégicas,
diferentemente dos trabalhos que enfocam a flora de uma dada regidao, onde varias
familias botanicas sao estudadas. Um amplo estudo seria mais efetivo, principalmente se
a investigacdo abrangesse o potencial farmacologico de espécies de um determinado
género, guiado pelo uso popular, como o estudo desenvolvido por Silva & Cechinel (2002)
para plantas do género Bauhinia spp. Os autores estudaram a composi¢cdo quimica e
farmacoldgica de 16 extratos contra microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos.
Entretanto, nenhuma atividade foi encontrada contra C. albicans.

Extratos metandlicos obtidos a partir de espécies endémicas de Verbascum, Salvia
e Stachys foram testados por Dulger e Gonuz (2004) contra uma série de bactérias e
leveduras, incluindo C. albicans ATCC 10231. Os extratos de Verbascum gypsicola
apresentaram forte atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e as culturas
de levedura. Os extratos de Stachys L. foram efetivos somente contra bactérias, enquanto
os de Salvia aytachii demonstraram efeito antimicrobiano contra bactérias e contra as
culturas de leveduras usadas no estudo.

Os autores confirmaram que extratos de Verbascum gypsicola e de Sideritis
brevidens apresentaram forte atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e
as culturas de leveduras estudadas

A atividade antimicrobiana e citotdéxica de 18 flavonéides prenilados isolados das
plantas medicinais Morus alba L., M. mongolica Schneider, Broussnetia papyrifera (L.),
Sophora flavescens Ait e Echinosophora koreensis Nakai foi estudada por Sohn et al.
(2004) para bactérias e para as leveduras C. albicans e Saccharomyces cerevisiae. Os
flavonéides exibiram boa atividade antifingica e forte atividade antibacteriana, sendo o
broussochalcona A efetivo para C. albicans.
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Tabela 1. Plantas medicinais com atividade anti-Candida estudadas no Brasil nos ultimos dez anos,

revisadas a partir de trabalhos indexados e nao indexados.

Familia e nome botanico Parte da Extrato , Oleo Essencial, Referéncias
Planta® Derivados

AMARANTACEAE

Alternanthera maritima Ap ae, et Salvador et al., 2002

Blutaparon portulacoides ap, rt al Salvador et al., 2002
ANACARDIACEAE

Anacardium ocidentale Lv ns Queiroz et al., 2000

Mpyracrodruon urundeuva Lv ha Paiva et al., 2002.
ANONACEAE
Annona crassiflora Lv et Ferreira et al., 1998; Silva et al., 2001
A. coriaceae Lv et Ferreira et al., 1998; Silva et al., 2001
ASTERACEAE

Artemisia annua Ap Iseq Foglio et al., 2002

Calea serrata Lv eo Flach et al., 2000

Conyza bonariensis ns. eo Lima et al., 19942
BORANGINACEAE

Cordia nodosa Rt ea, me Costa et al., 2002a?
BURSERACEAE

Bursera simaruba Fr eo Savi et al., 1996

Protium heptaphyllum Lv eo Lemos et al., 2002

P. tenuifolium fr, re eo Lemos et al., 2002
CHRYSOBALANACEAE

Licania tomentosa v, fr he, me Castilho et al., 2002
EUPHORBIACEAE

Croton spp. n.s. eo Cunha et al., 1994

Croton nepetaefolius Lv eo Morais et al., 2002

Phyllanthus sellowianus Ap al Cechinel Filho et al., 1994

Sebastiania schottiana Lv xa Lima et al., 1994b
FABACEAE

Bowdichia virgilioides n.s. eo Lima et al., 19942

Pitecellobium avaremotemo Lv ns Queiroz et al., 2000
FLACOURTIACEAE

Casearia sylvestris Lv ae Sato et al., 1996
GUTTIFERAE

Kielmeyera coriacea Ap pl Cortez et al. 1998
LAMIACEAE

Hyptis sp. n.s. eo Lima et al., 19942

Mentha piperita Ap eo Santoratto et al., 20022
Mentha sp. Lv eo Santos et al., 2000

Ocimum gratissimum n.s. eo Lima et al., 19942

O. gratissimum Ap eo Nakamura et al., 1996

Plectranthus amboinicus Lv ns Queiroz et al., 2000
MALPIGHIACEAE

Mascagnia rigida Iv, rt ch, ea, me Costa et al. 2002b
MONIMIACEAE

Peumus boldus n.s. eo Lima et al., 19942
MYRTACEAE

Psidium spp. n.s. eo Cunha et al., 1994
PIPERACEAE

Piper cernuum Lv eo Constantin et al., 2001

P. marginatum Lv eo Lima et al., 1996

P. regnelli Lv eo Constantin et al., 2001
POACEAE

Cymbopogon citratus Lv eo Santos et al., 2000
PUNICACEAE

Punica granatum Fr ae Lima et al., 2002

P. granatum Fr ns Queiroz et al., 2000
RUBIACEAE

Borreria cupularia n.s. eo Lima et al., 19942

Rubus rosaefolius Lv ae, et Mauro et al., 2000
RUTACEAE

Pilocarpus trachyllophus ns. eo Melo et al., 1994
SOLANACEAE

Solanum grandiflorum Fr et Ferreira et al., 1998; Silva et al., 2001

S. lycocarpum Fr et Ferreira et al., 1998; Silva et al., 2001
VERBENACEAE

Aloysia tryphila Ap eo Sartoratto et al., 2002b

Lippia sidoides Ap €0, me, et, ae Nunes et al., 1998

Iv, folhas; fr, frutos; rt, raiz; ap, partes aéreas.

® Extratos: aq, aquoso; ha, hidroalcodlico; me, metandlico; ch, ciclohexanico; ea, acetato de etila; pl, polar. Oleo: €0, oleo essencial.
Derivados: Isq, lactonas sesquiterpénicas; gl, glicosideos; xa, xantoxilina. Qutros: re, resinas; al, alcaléides.n.s., ndo especificado.

Fonte: Duarte e Figueira, 2008.
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O efeito inibitério in vitro de extrato etandlico da folha de Streblus asper (SAE)
sobre a adesdo de C. albicans as células epiteliais humanas da mucosa oral (HBEC) foi
investigado por Taweechaisupapong et al. (2005). A concentragdo minima inibitéria que
reduziu significativamente a aderéncia apds 1 h de exposigao foi 15,6 mg/mL. Entretanto,
houve uma significante redugdo da adesdo a HBEC ap6s 1 min de exposicdo a 125
mg/mL do extrato. Concentragdes de SAE de 125 e 250 mg/mL, também mostraram 41 e
61% de inibicdo da formacgdo do tubo germinativo, respectivamente. Esses achados
podem indicar que concentragbes sub-letais de SAE podem modular a colonizacdo da
mucosa oral pela Candida suprimindo assim o potencial invasivo do patégeno.

Duarte et al. (2005) investigaram 6leos essenciais e extratos etandlicos obtidos de
35 plantas medicinais comumente usadas no Brasil para atividade anti-C. albicans. Os
Oleos essenciais de 13 plantas mostraram atividade anti-Candida incluindo Aloysia
triphylla, Anthemis nobilis, Cymbopogon martinii, C. winterianus, Cyperus articulatus, C.
rotundus, Lippia alba, Mentha arvensis, M. piperita, Mentha sp., Mikania glomerata,
Stachys byzantina e Solidago chilensis com concentragdes minimas inibitérias de 0,25 a
2,0 mg/mL.

A atividade de extratos aquosos, etandlico, cloroférmico e etéres obtidos a partir
de 10 plantas nativas de Bahraini utilizadas na medicina popular para o tratamento de
varias doencas, foi investigada para fungos filamentosos e leveduriformes (Mandeel &
Taha., 2005). A mais alta atividade foi exibida pelo extrato etandlico de Cressa cretica L.
contra Penicillium citrinum (halo de inibicdo = 32,2 mm) seguido por C. albicans (halo de
inibicdo = 25,7 mm). Heliotropium curassavicum L. também demonstrou marcado efeito
inibitério contra os mesmos microrganismos.

Uma significante atividade antimicrobiana de éleos essenciais de Coriandrum
sativum e Foeniculum vulgare, contra dois micopatdgenos, sendo uma espécie
responsavel por doengas no cultivo de cogumelos comestiveis, 27 espécies de bactérias
fitopatogénicas, Escherichia coli e Bacillus magaterium foi observada por Lo Cantore et al.
(2004). A avaliagéo foi feita por testes de difusdo em agar mostrando que os dois 6leos
avaliados possuem alto efeito antimicrobiano, podendo ser usado como bactericida natural
para controle de doengas de plantas provocadas por tais microrganismos.

Delaquis et al. (2002) estudaram a concentragdo minima inibitéria (MIC) de 6leos
essenciais sobre bactérias Gram (+) e Gram (-) e sobre a levedura Saccharomyces
cerevisiae. Os 6leos essenciais de Anethum graveolens L., Eucalyptus dives e sementes
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e folhas de C. sativum foram obtidos por destilacdo, fracionados e analisados por
cromatografia gasosa. Os Oleos essenciais das sementes e folhas de C. sativum
mostram-se efetivos contra Pseudomonas fragi, E. coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, S. cerevisiae e principalmente contra Listeria monocytogenes,
provavelmente pela presenga de uma longa cadeia carbénica (C6 — C10), e compostos
volateis derivados de alcoois e aldeidos, identificados como linalol, octanol, 1 — decanol,
(Z) — 3 — hexen — 1 -ol, (E) — 2 — decen — 1 — ol, decanal e (E) — 2 — decenal,
respectivamente. Também foi identificada a presenca de terpenos em grande abundancia
nos 6leos essenciais de C. sativum, E. dives e A. graveolens. No 6leo essencial das
sementes de C. sativum foram detectados componentes que incluem alcoois, aldeidos,
alcanos e terpenos. O composto encontrado em maior concentragéo foi o linalol (25,6%).
As fracOes obtidas a partir do 6leo essencial das sementes mostraram-se muito mais
potentes que o proprio 6leo bruto. A fragdo 1 possui uma mistura de alfa-pineno (89,4%) e
camphona (8,50%), que inibiu fortemente os microrganismos, particularmente a levedura.
Ja a fragao 2 foi pouco potente, porém efetiva contra todas as linhagens estudadas, pois a
referida fragdo possui uma alta concentracéo de linalol (92,9%). As fragdes 4 e 5 obtidas
das folhas do coentro possuem composicao quimica e efetividade antimicrobiana similar
as fracoes 1 e 2 proveniente das sementes. Inicialmente, os autores relacionaram a forte
atividade antimicrobiana com compostos fendlicos presentes nas plantas, porém
verificaram que varias fragcbes eram deficientes nesses compostos, levando a conclusao
de que a forte atividade foi promovida pelas outras substancias presentes no o6leo
essencial.

Baicaleina (BE), o componente principal da Scutellaria baicalensis, tem sido
amplamente estudada e relatada por mostrar uma gama de atividades biol6gicas (Di Carlo
et al., 1999, Shao et al., 2002). Sua influéncia sobre a formacao de biofilme de C. albicans
ainda nao foi totalmente caracterizada, porém foi capaz de diminuir drasticamente a
formacao do biofilme por C. albicans (Baillie & Douglas, 1999, Chandra et al., 2001).

Devido a grande biodiversidade presente nos diferentes biomas brasileiros, existe
uma crescente demanda por produtos naturais, por industrias farmacéuticas nacionais e
internacionais, que impulsiona a investigacao cientifica e a busca por fitofarmacos. Esta
sequéncia de eventos resultou em uma legislagdo “sui generis” com relacdo a
biodiversidade e o conhecimento tradicional associado, que esta agora sendo colocada
em pratica (Duarte e Figueira, 2008).
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2.5.5 Plantas medicinais e a busca de novos medicamentos

Ao longo da histéria da humanidade, produtos naturais tém sido investigados e
utilizados como matéria prima para tratamentos de doencgas. No inicio do século 20, antes
da “Era Sintética”, 80% dos medicamentos eram obtidos de raizes, cascas e folhas. Em
tempos atuais os produtos naturais continuam sendo fontes significantes de drogas.
Considerando-se a existéncia de aproximadamente 300 mil espécies de plantas
superiores, apenas uma pequena porcentagem, estimada em 10 mil espécies, tem seu
uso medicinal documentado (McChesney et al., 2007). Dentre as familias boténicas
existentes, no presente estudo algumas espécies foram selecionadas levando-se em
conta o aspecto etnoboténico e seus potenciais antimicrobianos.

Liliaceae é uma familia de plantas da ordem Liliales que inclui 635 espécies de
Liliaceae distribuidas em 39 géneros. Na nova classificacdo, varios géneros foram
realocados em outras ou em novas familias. Dentro dessa familia encontramos o Allium
sativum ou Allium ramosum também conhecido popularmente como nira ou cebolinho
chinés. E uma planta herbacea pertencente ao género Allium, ao qual pertencem também,
por exemplo, o alho e a cebola. E cultivada pelo homem, sendo suas folhas muito
utilizadas na culinaria, sobretudo na Asia, continente de onde é originaria. A sua variante
cultivada é normalmente designada por Allium tuberosum, enquanto que a variante
selvagem é normalmente designada por A. ramosum. Existem referéncias antigas a esta
planta que a designam como A. Odorum hoje considerado um sinénimo de A. ramosum.
Alguns botanicos colocam tanto a variante cultivada como a selvagem na designacao A.
ramosum, por existirem diversas variantes intermediarias. (Bremness, 1989; Bremness,
1993; Proenca, 2007).

O cebolinho chinés ou nira (Allium tuberosum) é uma planta bolbosa, podendo
atingir cerca de 70cm de altura. As suas folhas sdo verdes e estreitas. A sua
inflorescéncia consiste numa umbela de flores brancas em forma de estrela. A
multiplicacdo desta planta ¢é feita através de semeadura, quer no outono, quer no inicio da
primavera. A colheita acontece normalmente alguns meses ap6s a plantagdo. As folhas
de cebolinho chinés suportam bem o congelamento. O cebolinho da china é muito usado
na culinaria asiatica, possuindo um sabor mais préximo do alho do que do cebolinho,
apesar de ser consideravelmente mais suave. Tanto as folhas como o caule sdo usados
como tempero, a semelhanga do cebolinho ou do alho. Na China, é normalmente usado
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na confeccdo de raviolis em conjunto com ovo, camardo e carne de porco. As flores
podem também ser usadas como uma especiaria. No Vietina, as folhas de cebolinho
chinés sao cortadas em pedagos pequenos e usadas como o Unico vegetal em sopas de
caldo com rim de porco. E também bastante usado na culinaria da Coréia, em pratos
como o buchukimchi ou o buchjeon, panquecas de cebolinho chinés. (Bremness, 1989;
Bremness, 1993; Proencga, 2007).

Apiaceae é uma familia de plantas angiospérmicas (plantas com flor - divisao
Magnoliophyta), pertencente a ordem Apiales. Anteriormente conhecida como
Umbelliferae (ambos os nomes sao autorizados pelo ICBN) e vernaculizado para
umbelifera, esta é uma familia composta por plantas normalmente aromaticas e de caule
oco. Inclui espécies como a salsa, a cenoura e outros parentes. Possui cerca de 300
géneros, contendo mais de 3000 espécies. As flores sdo pequenas € possuem simetria
radial com 5 sépalas, 5 pétalas € 5 estames. Estdo dispostas numa inflorescéncia em
forma de umbela, dai o0 seu anterior nome de Umbelliferae. Varias espécies possuem
inflorescéncias onde as flores apresentam dimorfismo, possuindo as mais externas,
pétalas mais vistosas destinadas a atragdo dos insetos, enquanto as mais internas sao
mais discretas, concentrando-se na reproducdo. A familia contém algumas espécies
altamente téxicas, como as espécies do género Conium, também conhecido como cicuta.
Esta planta foi utilizada para executar Sécrates e também como veneno na ponta de
setas. Contém também algumas plantas muito Uteis na culinaria, tais como a cenoura, a
salsa, 0 aipo e o funcho. As Apiaceae sao parentes préximas da familia Araliaceae, sendo
que as fronteiras entre estas duas familias permanecem atenuadas. Alguns sistemas de
classificacdo recentes colocam as Araliaceae numa familia Apiaceae expandida, mas esta
classificacdo ndo tem sido reconhecida. Os géneros Hydrocotyle e Trachymene,
tradicionalmente incluidos nas Apiaceae, sao atualmente inseridos, de uma forma geral,
na familia Araliaceae. Entre os membros mais notaveis incluem-se: Anethum graveolens -
Endro; Anthriscus cerefolium - Cerefélio; Apium graveolens - Aipo; Conium maculatum -
Cicuta; Coriandrum sativum - Goentro; Cuminum cyminum - Cominho, Daucus carota -
Cenoura; Foeniculum vulgare - Funcho ou erva-doce; Pastinaca sativa - Cherivia;
Petroselinum crispum - Salsa; Pimpinella anisum - Anis. (Bremness, 1989; Bremness,
1993; Proenca, 2007).

Coentro, Coriandrum sativum (do latim coriandrum, pelo grego koriandron) é uma

planta glabra, da familia das umbeliferas, de flores réseas ou alvas, pequenas e
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aromaticas, cujo fruto é diaquénio, e cuja folha, usada como tempero ou condimento,
exala odor caracteristico. O coentro é muito utilizado na culinaria brasileira nordestina e,
em Portugal, na cozinha alentejana e noutras regides do sul do Pais (Bremness, 1989;
Bremness, 1993; Proencga, 2007).

Originario do sul da Europa e do Oriente Médio, o coentro j4 era conhecido e
utilizado pelos egipcios, ndo como tempero, mas como planta medicinal, pois a ele se
atribuiam propriedades digestivas, calmantes, anti-térmica, antimicrobiana e, quando
usado externamente, para alivio de dores das articulagdes e reumatismos (Proenga,
2007).

As gramineas (R.Br.) Barnhart também conhecidas como capins, gramas
(portugués brasileiro) ou relvas (portugués europeu) sao plantas floriferas,
monocotiledéneas (classe Liliopsida) da familia Poaceae. Estima-se que pastos e
savanas compreendem 20% da vegetacao que cobre a Terra. No Brasil, ocorrem cerca de
180 géneros e 1500 espécies. Esta familia botanica é a mais importante economicamente
de todas as familias de plantas, incluindo forrageiras. Os graos sao o principal alimento
cultivado em torno do mundo, e o bambu, usado extensamente para a construgdo em
toda Asia. As gramas agriculturais cultivadas para a producéo de alimento sdo chamadas
cereais. Os cereais constituem a fonte principal de calorias para os seres humanos, €
incluem o arroz na Asia, milho no México, trigo e cevada na Europa e América do Norte.
O milho e outros cereais sdao também cultivados em muitos paises para a alimentacao
animal. As gramineas mais conhecidas sao trigo, centeio, cevada, aveia, arroz, sorgo,
milho, cana-de-agucar e bambu. (Bremness, 1989; Bremness, 1993; Proenca, 2007).

As folhas das gramineas sao enfileiradas, alongadas, paralelinérvias,
invaginantes, com bainha abarcante fendida. H4 duas pequenas expansbes na base da
lamina foliar denominada auriculas. Na jungdo da lamina foliar com a bainha ha a
formacdo da ligula que pode ser membranosa, pilosa ou mista, caracteristica muito
importante para a taxonomia. A epiderme € rica em silicio (Bremness, 1989; Bremness,
1993; Proenca, 2007).

As flores das gramineas sdo compostas por androceu com 3 estames de anteras
grandes, versateis e de filetes delgados e gineceu de ovario supero, unilocular,
uniovulado, revestido por dois estigmas plumosos (indicios de polinizacdo anemdfila). Na
sua grande maioria, os frutos das gramineas sao cariopses. (Bremness, 1989; Bremness,
1993; Proenca, 2007).
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Cymbopogon ¢é um género botanico pertencente a familia Poaceae, subfamilia
Panicoideae, tribo Andropogoneae. Neste género encontram-se a citronela, a palmarosa e
o capim-limao, sendo o0 género composto por aproximadamente 155 espécies ocorrendo
na Europa, Africa, Asia, Australasia, Pacifico, América do Norte e América do Sul.

Uma planta da familia dos capins é a palmarosa (Cymbopogon martinii), que por
possuir geraniol em seu 6leo tem um aroma que lembra o do geranio ou da rosa. A
palmarosa é muito empregada no tratamento da pele, pois ajuda a tratar de acne e
inflamacdes, age como rejuvenescedora e citofilatica e, por isso, € muito usada na
industria cosmética. Um o6leo muito parecido com a palmarosa é a jamrosa (C.
jawarancusa), muito comum na india, mas ainda pouco conhecida no ocidente. A jamrosa
possui um aroma e composi¢cdo quimica similares a da palmarosa e por isso pode
substitui-la em seus usos. O capim-gengibre (C. martinii var. sofia), um parente proximo
da palmarosa, possui aroma totalmente diferente e de um tom mais rustico. Possui
propriedades parecidas com as do capim-limao e age como um bom analgésico muscular,
no alivio de tensao e dores (Bremness, 1989; Bremness, 1993; Proenca, 2007).

Outra planta da familia dos capins € a citronela (C. winterianus) uma planta
aromatica que ficou muito conhecida por fornecer o 6leo essencial como matéria-prima
para a fabricacdo de repelentes contra mosquitos e borrachudos. Considerado um 6timo
repelente, o 6leo da citronela é rico em geraniol e citronelal (Bremness, 1989; Bremness,
1993; Proenca, 2007).

Cultivando-se a citronela em jardins é possivel usufruir de seu poder repelente
mas, para isso, é necessario cultiva-la na dire¢do do caminho percorrido pelo vento, de
modo que seu aroma seja levado até o local onde se deseja manter os mosquitos
afastados.

Uma outra forma de aproveitar o poder repelente da planta é fazer um extrato
aquoso com suas folhas e usa-lo para limpezas em geral.

No mercado, podemos encontrar varios produtos fabricados com 6leo de citronela,
entre eles, velas, logcoes e bleos utilizados como repelentes, principalmente em regides
litordneas, onde ha grande incidéncia de mosquitos e borrachudos. (Bremness, 1989;
Bremness, 1993; Proencga, 2007).

Em uma pesquisa laboratorial, o 6leo de citronela associado a 5% de vanilina, foi
capaz de repelir trés espécies de mosquitos (Aedes aegypti, Culex quin-quefasciatus e
Anopheles) por mais de 8 horas. Velas de citronela com 3% de éleo essencial e incensos
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a 5% foram eficazes contra o A. aegypti, mosquito causador da dengue. Coleiras com
citronela também tém se mostrado muito Uteis para repelir pulgas, carrapatos e mosquitos
em caes. Um efeito tdo bom quanto o cloro e menos prejudicial a saude € a utilizagcao dos
6leos essenciais dos capins como antisépticos para lavar pias de cozinha, tdbuas de
carne e ainda algumas gotas na agua onde legumes e frutas sdo deixados por alguns
minutos para matar vermes e bactérias. (Bremness, 1989; Bremness, 1993; Proenca,
2007).

O método industrial de extragdo do 6leo essencial da citronela é conhecido como
"arraste de vapor", onde as folhas sdo colocadas em um recipiente e passam a receber
vapor d'agua constantemente. A agua, aquecida em uma caldeira, causa arraste de vapor
que ao passar pelas folhas da citronela, leva junto o 6leo essencial, que em seguida é
separado da agua por condensacao. Ja a extragao caseira do 6leo essencial da citronela,
segundo informacbes da Secdo de Plantas Aromaticas do Instituto Agronémico de
Campinas (IAC) deve ser realizada colocando-se as folhas com um pouco de dgua numa
panela de pressao, € o vapor exalado também contera 6leo essencial, o qual sera dificil
ser recolhido (Bremness, 1989; Bremness, 1993; Proenca, 2007).

O ¢6leo essencial da citronela pode ser liberado mais facilmente se o misturarmos
suas folhas ao alcool, uma vez que esse 6leo é sollvel neste solvente. Porém, outras
substancias presentes na folha, como clorofila e pigmentos, também sdo sollveis em
alcool e, neste caso, ndo se obtém o 6leo puro como aquele extraido por meio do vapor
d'agua.

E muito comum a confus&o entre capim-limao (C. citratus) e a citronela, devido a
semelhanga morfoldégica das mesmas. Pode-se diferencia-las através do aroma pois, 0
capim-limao apresenta um cheiro mais suave, que lembra o limdo enquanto, o aroma da
citronela é bem intenso.

Asteraceae é a familia botanica com o maior nimero de espécies entre as
Magnoliophytas, sendo também conhecida por Compositae ou compostas. Existem
aproximadamente 50.000 espécies divididas em 900 géneros, Muitas das quais séo
utilizadas para o cultivo devido ao seu valor biolégico; entre os representantes desta
familia estdao o absinto (Artemisia absinthium) o alface (Lactuca sativa.), o girassol
(Helianthus annus), o crisdntemo (Chrysanthemum sp.), a margarida (Bellis perenis), a
santolina (Santolina chamaecyparissus) dentre outras. As asterdceas encontram-se em
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regides tropicais, subtropicais e temperadas, vegetando nos mais diversos habitats
(Bremness, 1989; Bremness, 1993; Proenca, 2007).

Santolina é o género de plantas originario do baixo mediterrdneo. Apresenta
folnhagem recortada nas cores cinza, verde acinzentado ou verde. Suas folhas sao
aromaticas, apresentando um aroma intenso que lembra a camomila (S.
chamaecyparissus). Existe alguma confusdo na nomenclatura de algumas santolinas, no
que diz respeito a variedade neapolitana que, na maioria das vezes é referida como
pertencente a espécie pinnata, mas por vezes referida também como pertencendo a
espécie chamaecyparissus. A S. virens aparece referida como sendo sinénimo de S.
viridis e S. rosmarinifolia, sendo outras vezes referida como espécie diferente. A
dimensdo da planta é variavel entre as espécies e variedades, apresentando
normalmente entre 30 e 50 cm (Bremness, 1993).

Originarias de solos pobres sao pouco exigentes em fertilizacdo, nao se
desenvolvendo bem em solos demasiado ricos, sendo a S viridis a mais exigente de
todas. Necessitam de solos bem drenados, de preferéncia arenosos, embora tolerem
razoavelente bem os argilosos. Devem ser expostas ao sol e toleram geadas fortes. As
santolinas necessitam apenas de uma fertilizagéo ligeira na primavera, pois o0 excesso de
fertilizantes provocara um crescimento demasiado. Ainda, deve-se evitar a companhia de
plantas exigentes para ndo partilhar seus nutrientes.

A Santolina chamaecyparissus é também conhecida como santolina ou camomila
de manhén e suas folhas e flores sao utilizadas para obtencao de fitofarmacos. E indicada
como vermifugo, repelente, antimicrobiano e para distdrbios estomacais (Bremness, 1989;
Bremness, 1993; Proencga, 2007).

Justificam-se estudos pela busca de novos componentes bioativos a partir de
extratos vegetais e 6leos essenciais de plantas medicinais, cuja importancia tem sido
objetivo de inUmeros relatos na literatura, particularmente contra a formacao do biofilme
com a presenga de espécies de Candida. Pesquisas visam detectar a sensibilidade dos
microrganismos as drogas uma vez que, o percentual de leveduras sensibilidade dose
dependente e ou resistentes é bastante significativo. Nesse sentido a implantagdo de um
programa para desenvolvimento de testes de sensibilidade, para que haja monitoramento
de amostras clinicas, adequando-se a melhor droga € a dose ideal a ser usada para cada
paciente torna-se necessaria, evitando-se assim dose excessiva e indugao de resisténcia
microbiana. Portanto, estudos que venham a contribuir para um maior entendimento das
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relagbes entre os microrganismos e antimicrobianos deverdo ser levados a efeito no
sentido de se elucidar os complexos mecanismos que envolvem a resisténcia microbiana
a drogas, bem como a busca de medicamentos a partir de novas fontes fazem parte do
escopo dessa pesquisa.
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3 Proposicao

Com base na literatura pertinente este estudo teve como proposta:

- estudar o desenvolvimento in vitro do biofilme de Candida spp. proveniente de
amostras clinicas obtidas da cavidade oral de pacientes adultos portadores de doenca
periodontal.

- avaliar a atividade antimicrobiana de extratos, 6leos essenciais e fragcdes de
algumas plantas medicinais pertencentes a CPMA - Colecdo de Germoplasmas do
CPQBA/UNICAMP, contra biofiimes das linhagens de Candida spp, através da
determinagdo da concentragéo inibitéria minina (MIC).

- identificar as classes de substancias presentes nos 6leos essenciais e/ou extratos
vegetais das plantas medicinais e suas fragbes que apresentarem melhor atividade
antifungica.

- detectar a ocorréncia de mudancas ou danos na morfologia das células do

biofilme e/ou nas células de Candida spp quando submetidas aos materiais vegetais,
através da observagao por microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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METODOLOGIA
4.1 Plantas Medicinais

As plantas medicinais selecionadas para o estudo no presente trabalho pertencem
a CPMA colecdo de Plantas Medicinais € Aromaticas do CPQBA/UNICAMP, sendo as
espécies adaptadas a nossa regido, com indicacao de atividade anti-Candida. Testes
preliminares foram realizados entre uma variedade de espécies de plantas medicinais
com a finalidade de se escolher plantas cujos 6leos essencias e extratos vegetais
apresentassem bom desempenho de atividade anti-Candida. Dentre as plantas
investigadas foram selecionadas aquelas, cujos 6leos essenciais e exiratos vegetais
apresentaram os melhores resultados para atividade antifingica (Tabela 2). Durante o
estudo, as plantas foram avaliadas quanto a fase de desenvolvimento e época adequada
para colheita. Foram utilizadas amostras das partes aéreas das plantas frescas para
obtengéo dos 6leos essenciais e das plantas secas e moidas para obtencao dos extratos
diclorometanico e hexanico. A secagem das plantas foi feita a 40 °C, em estufa com
circulacao de ar, até que estas apresentassem peso constante.

Tabela 2. Plantas medicinais da colecdo de Germoplasmas do CPQBA/UNICAMP estudadas (OE = éleo
essencial; EH = extrato hexanico; ED = extrato diclorometanico).

Planta Medicinal Familia Nome Popular No. CPMA Preparo
Allium tuberosum Rottl. ex Spreng. Liliaceae nira 653 OE; ED
Coriandrum sativum L Apiaceae coentro 664 OE; EH
Cymbopogon martinii (Roxb.) J. F. Watson Poaceae palmarosa 354 OE; ED
Cymbopogon winterianus Jowitt. Poaceae citronella 712 OE; ED
Santolina chamaecyparissus Asteraceae Santolina 1812 OE; ED

4.1.1 Determinacéao do teor de umidade das plantas medicinais

O teor de umidade das plantas foi determinado ap6s secagem em estufa a 105 °C
durante 24 horas. Este foi utilizado nos célculos de rendimento em extrato das plantas

medicinais.
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4.1.2 Obtencao dos 6leos essenciais das plantas

A extracdo dos Oleos essenciais foi realizada por hidrodestilagdo em sistema do
tipo Clevenger, pesando-se cerca de 100 g das partes aéreas da planta fresca em balao
de fundo redondo de 1000 mL, adicionando-se 700 mL de agua destilada e procedendo-
se a destilagdo, a temperatura de ebulicdo da agua, por 3 horas. Em seguida, a fase
aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 50 mL) e a fase organica obtida submetida a
secagem com sulfato de so6dio anidro, filtrada sob algoddo e o solvente evaporado a

secura.
4.1.3 Obtencao dos extratos das plantas

Os extratos hexanico e diclorometanicos foram obtidos a partir da extracao de 10
gramas das plantas secas a 40 °C e moidas com 150 mL de hexano ou diclorometano,
seguido de agitacao a 200 rpm em agitador tipo mesa rotatéria, a temperatura ambiente,
durante 3 horas. Apos este periodo, o material foi filtrado e o residuo da planta re-extraido
com a mesma quantidade de solvente. O extrato obtido foi filtrado e o residuo lavado com
50 mL de solvente. Os filtrados combinados foram entdo evaporados a vacuo até a
secura, obtendo-se assim os extratos das plantas.

4.1.4 Fracionamento dos oleos essenciais e extratos de melhor atividade em
coluna seca

As colunas secas foram preparadas com silica gel 60 Merck (0,063 — 0,200mm),
utilizando-se como suporte tripa de celulose de 3 cm de didmetro e 1,0 g dos extratos
secos. As colunas foram empacotadas até 20 cm de altura, seguido da adicao da papa
preparada com o extrato. No caso dos Oleos essenciais, estes foram adicionados
diretamente na coluna empacotada, e em seguida eluidos. A fase movel utilizada em cada
coluna foi definida ap6s analise dos 6leos essenciais e extratos por Cromatografia em
Camada Delgada, em diferentes eluentes.

Apos eluicao, as colunas foram divididas em 4 ou 5 partes e as fragdes transferidas
individualmente para frascos adequados, seguido da adicdo de acetato de etila e
analisadas por CCD (Eluente —diclorometano; Revelador - solugdo de anisaldeido), e em
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seguida, as fracoes semelhantes foram agrupadas e filtradas a vacuo, extraindo-se 0s
residuos das silicas com acetato de etila.

4.1.5 Analise do 6leo de C. sativum por cromatografia em camada delgada

A identificagdo das classes de substancias presentes no 6leo essencial de C.
sativum e suas fracoes foi feita por cromatografia em camada delgada.

4.1.6 Analise dos dleos, extratos e fracoes de melhor atividade por CG-EM

A identificacdo dos constituintes dos 6leos, extratos e fracdes que apresentaram
os melhores resultados de atividade antimicrobiana foi feita em cromatégrafo gasoso
Hewlett-Packard 5890 Série Il, equipado com detetor seletivo de massas Hewlett-Packard
5971, injetor split/splitless, utilizando-se uma coluna capilar HP-5 (25m x 0,2 mmx 0,33
um). Temperaturas: injetor = 220 °C, detetor = 280 °C, coluna = 60 °C, 3°C.min"', 240 °C
(7 min). Vazao do gas de arraste (He super seco) = 1,0 mL.min"'. Apés a anélise e
identificacdo dos compostos de melhor atividade antimicrobiana adquirimos os compostos
bioativos padréo (Sigma-Aldrich®) para realizacao dos testes antimicrobianos.

4.2 Meios de cultura
O meio utilizado para a o para manutencéo das leveduras foi 0 Agar Sabouraud
Dextrose (g/L): peptona, 10,0; glicose, 40,0; agar-agar, 15,0.

Para os testes de atividade antimicrobiana foi utilizado o meio para RPMI — 1640
(Angus Buffers & Biochemicals, Niagara Falls, NY, USA).
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4.3 Leveduras: cepas de referéncia e isolados clinicos

4.3.1 Cepas de referéncia

Para o desenvolvimento da presente pesquisa foram utilizadas cepas de referéncia
de diversas espécies de Candida spp., obtidas através da colecido Holandesa CBS
(Quadro 1).

Quadro 1- Cepas de referéncia de Candida spp.

CEPAS-CBS ESPECIES
CBS-562 C. albicans
CBS-7987 C. dubliniensis
CBS-573 C. krusei

CBS-9%4 C. tropicalis
CBS-604 C. parapsilosis

4.3.2 Isolados clinicos

Os isolados clinicos utilizados neste estudo foram originarios de voluntarios
selecionados na clinica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba / UNICAMP, sob
autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa (008/2003), coletados da mucosa oral, bolsa
periodontal e identificados através do cultivo em meio cromogénico CHROMagar-Candida
e por testes morfolégicos e bioquimicos de fermentagcado e assimilagdo de carboidratos
(Quadro 2). Posteriormente, foram armazenados a -70°C em meio YPD-Glicerol a 15% na
Micoteca do Departamento de Microbiologia e Imunologia da FOP/UNICAMP.
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Quadro 2- Isolados clinicos de pacientes portadores de doenga periodontal e

sistemicamente saudaveis

Idade Caédigo das amostras Espécie Comité ética
30 a 60 anos 3A5, 13A5, 41M2, 50M2 C. albicans 008/2003
30 a 60 anos 56M3, 56M4, 56M6 C. krusei 008/2003
30 a 60 anos 45M2, 45M4, 45M5 C. parapsilosis 008/2003
30 a 60 anos 53M6, 53M7, 53M8 C. tropicallis 008/2003
30 a 60 anos 26A2, 26A3, 26A4 C. dubliniensis 008/2003

Os cédigos das amostras correspondem ao nimero do voluntéario e ao local de procedéncia, sendo: (A) - bolsa periodontal ou (M)
mucosa bucal. Nimero de voluntarios = 10

4.4 Preparo de inéculo

O in6culo foi preparado em solugdo salina, comparando-se a turbidez com a
escala Mc Farland (0,5), equivalente a uma absorbancia de 0,08 a 0,10 a 625 nm e a 5,0
x 10° UFC/mL.

A suspensao celular contendo 5,0 x 10° UFC/mL foi diluida da seguinte maneira:
(a) tomando 1 mL e adicionando 9 mL de solucdo salina (0,9%) esterilizada.

(Equivalente a 5,0 x 10° UFC/mL).

(b) tomando 1 mL e adicionando 9 mL de solucdo salina (0,9%) esterilizada.

(Equivalente a 5,0 x 10* UFC/mL).

(c) tomando 1 mL e adicionando 4 mL de meio de cultura. (Equivalente a 2,5 x 10°
UFC/mL ou x 10 em 100 pL). Usar 100 pL para um volume final de 200 pL.
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4.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos, 6leos essenciais e
fracoes pelo método da microdiluicao (CLSI, 2002) — células plancténicas.

Em uma microplaca esterilizada de 96 orificios ou pogos, foram depositados 100
uL de caldo RPMI - 1640, com exce¢ado da coluna 12, utilizada para os controles. Na
coluna 1 - linha A foram acrescentados 50 pL do extrato ou 6leo essencial testado, de
concentragdo conhecida (uma substancia diferente para cada nimero ou coluna). Em
seguida, 100 uL do conteudo do orificio foram homogeneizados com 0 meio e transferidos
para o orificio da linha seguinte (B), repetindo-se este procedimento até a linha H, de
modo a se obter uma concentragdo decrescente do extrato. Os 100 pL finais foram
desprezados. Em seguida, 100 uL de uma suspensdo da levedura C. albicans de
crescimento recente (24 horas), cuja turvacéo foi comparada a escala de McFarland n°
0,5 e diluidos para concentracdo final de 10* células/mL foram adicionados. As placas
foram seladas com parafilme e incubadas por 24 h a 37 °C. Apéds este periodo foram
acrescentados 20 uL de uma solugao aquosa de TTC (cloreto de trifenil tetrazolium) a
0,5%, e a placa re-incubada por 3 horas na referida temperatura. A MIC foi definida como
a menor concentracdo do extrato ou 6leo capaz de impedir o aparecimento de coloracao
vermelha, ou seja, capaz de inibir o crescimento leveduriforme.

Foram incluidos nos testes os antifingicos fluconazol (Sigma-Aldrich®) e nistatina
(Sigma-Aldrich®), como controle para comparagdo da atividade antimicrobiana dos
materiais vegetais testados. Para verificar a esterilidade do meio de cultura e controle do
crescimento do microrganismo, bem como, dos materiais vegetais testados os mesmos
eram colocados individualizados nas placas de Elisa.

4.6 Formacao do biofilme

Os biofilmes foram produzidos em placas esterilizadas de polietileno de 96 pocos,
nao tratadas (TPP). Iniciaimente, 100 ul de uma suspensdo contendo 10’ células/mL
foram transferidos para cada pogo da placa com auxilio de um pipetador multicanal. Em
seguida a placa foi incubada por 1,5 h a 37 T sob agitacdo de 75 rpm, permitindo que a
levedura ficasse aderida ao fundo dos pogos. Como grupo controle, 3 pocos de cada
placa foram manuseados seguindo a mesma metodologia, sem a adi¢cdo da suspenséo de

46



4 Metodologia

células. Ap6s a fase de adesao, a suspensao foi aspirada de cada poco e a placa lavada
duas vezes com 150 ul de tampao salina fosfatada (PBS), para remoc¢ao das células nao
aderidas. Um total de 100 ul do meio RPMI-1640 foram transferidos para cada pogo e a
placa incubada a 37 C, sob agitacao de 75 rpm, dur ante 24 h.

A formagéo do biofilme foi quantificada com solugéo de cristal violeta, de acordo
com Dijordjevic et al. (2002). Todos os testes foram realizados em triplicata em

experimentos independentes.

4.6.1 Quantificacdao do biofilme com solucao de Cristal Violeta (0,4%), de
acordo com Djordjevic et al. (2002).

Previamente, o biofilme desenvolvido em cada pogo foi lavado duas vezes com
200 ul de PBS e secados ao ar por 45 min. Em cada pogo foram acrescentados 110 pul de
solugdo aquosa de cristal violeta a 0,4% por 45 min. Apos realizarmos esse procedimento,
os mesmos foram lavados 4 vezes com 350 ul de agua destilada e imediatamente
descorados com 250 ul de etanol a 95%. Apds 45 minutos desse Ultimo procedimento,
100 ul da solugdo descorada foi transferida para um poco de uma nova placa e a
quantidade do cristal violeta mensurada a 525 nm no leitor de Elisa (SpectraMax 340
Tunable Microplate Reader; Molecular Devices Ltda). Os valores de absorbancia foram
subtraidos dos valores de absorbancia dos pocgos-controle de modo a avaliar a
quantidade de biofilme formado.

4.6.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana do 6leo essencial, fracées e
compostos bioativos de C. sativum sobre a formacao do biofilme de Candida spp.

Para avaliar a atividade antimicrobiana do éleo essencial de fracdes e compostos
bioativos (Sigma-Aldrich®) de C. sativum, sobre a formacdo do biofilme de Candida spp.
foram feitas aplicagbes do 6leo a intervalos regulares durante 24 h, em duas diferentes
concentragdes, sendo estas, correspondente a MIC encontrada para a célula planctonica
das leveduras, e 1 mg/mL. As aplicacdes de éleo essencial foram feitas antes da adesao
das células plancténicas (Tzero), ap6s a pré-adesao (T3 h) e apés 6 h, 12 h, 18 h, 24 h e
42h. A leitura dos resultados foi efetuada no intervalo seguinte ao da aplicacdo. Foram

47



4 Metodologia

também incluidos nos testes os controles fluconazol (fungistatico) - 0,064 mg/mL e
nistatina (fungicida) - 1 mg/mL.
Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes, cada um em

triplicata.

4.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Células provenientes dos biofilmes das leveduras foram inoculadas em meio
Sabouraud/Dextrose e incubadas por 18 h a 37 °C. Em seguida as células foram
centrifugadas e a concentracdo ajustada com solugcdo salina estéril 0,9%, para
equivalente a 0,5 da escala McFarland. A cada 9 mL da suspenséo foi acrescentado 1 mL
do 6leo de melhor atividade (C. sativum), em diferentes concentracdes. A integridade da
parede celular foi observada ao Microscépio Eletrdnico de Varredura (MEV) nos intervalos
de 30, 60 e 120 min, em laminas lab-tek. Apdés os tempos pré-determinados, as
suspensodes de leveduras foram centrifugadas e lavadas com glutaraldeido a 3% (v/v) em
tampao fosfato (pH 7.4), por duas vezes e 2 mL de glutaraldeido foram adicionados ao
“pellet” que permaneceu a temperatura ambiente por 12h. Novamente as amostras foram
centrifugadas, o sobrenadante descartado e as células desidratadas com banhos
seqlenciais de etanol, nas concentracées de 50%, 70%, 90% e etanol absoluto (2X).
Apo6s secagem por 30 min a temperatura ambiente, foi determinado o ponto critico. Na
sequéncia foi feita metalizagdo com ouro e as imagens observadas por MEV (5600LV).
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RESULTADOS
5.1 Atividade antimicrobiana das espécies medicinais frente as células
planctonicas dos isolados de Candida spp.

Para estudo da atividade anti-Candida spp das plantas medicinais listadas na
Tabela 2, as plantas foram obtidas a partir de coletas realizadas sempre pela manh3a, no
campo experimental do CPQBA / UNICAMP. Testes preliminares foram realizados entre
uma variedade de espécies de plantas medicinais com a finalidade de se escolher plantas
cujos bleos essencias e extratos vegetais apresentassem bom desempenho de atividade
anti-Candida. Dentre as plantas investigadas foram selecionadas aquelas, cujos 6leos
essenciais e extratos vegetais apresentaram os melhores resultados para atividade
antifungica (Tabela 2).

Os dados sobre as datas de coletas das plantas, massa da planta utilizada,
rendimento em 6leo essencial e teor de umidade estdo apresentados na Tabela 3. As
plantas medicinais foram também coletadas para obtencao de extrato diclorometano e
hexanico, e os resultados referentes as datas das coletas, massa de planta utilizada,
rendimento em extrato e teor de umidade estéo listados nas Tabelas 4 e 5. Na Tabela 6
esta apresentado o rendimento em fragbes do 6leo essencial de C.sativum.

Em seguida, os éleos essenciais (OE) e extratos diclorometanicos (ED) e hexanico
(EH) foram testados para atividade frente as células planctdnicas dos isolados de Candida
spp. Os resultados de concentracdo minima inibitéria (MIC) dos 6leos essenciais e
extratos vegetais estdo apresentados, respectivamente, nas Tabelas 7 e 8. Na Tabela 9
estdo apresentados os resultados da atividade anti-Candida do éleo essencial bruto e
fracdes de C.sativum.

A Figura 1 expressa os resultados da cromatografia de camada delgada (CCD) do
Oleo essencial de C. sativum e suas respectivas fracdes encontradas F1- F10, as quais
foram agrupadas segundo a equivaléncia das bandas apresentadas na CCD.

Para comparar os resultados de atividade inibitéria obtida a partir das plantas
medicinais testadas foram escolhidos dois antifungicos disponiveis comercialmente: a
nistatina (poliénico - fungicida) e o fluconazol (azélico fungistatico). Para tal investigacao
foram escolhidas todas as cepas padroes e apenas os isolados clinicos que mostraram
maior desenvolvimento em biofilme (Figuras 2 a 6). Os resultados estao apresentados na
Tabela 10.
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Tabela 3. Rendimento em 6leo essencial (OE) das plantas medicinais estudadas

Planta Data da Massa Massa Rendimento Rendimento Teor de
Medicinal Coleta planta  de Oleo em oleo em oleo Umidade
(OE) da fresca (9) Base seca Base fresca
Planta (9) (%) (%) (%)
A. tuberosum 27/06/07 3235,04 0,2849 0,11 0,009 91,96
C. sativum 27/06/06  3580,00 0,2625 0,08 0,007 90,79
C. martinii 09/04/07 907,36 5,3421 1,36 0,590 56,57
C. winterianus 09/04/07 446,75 3,1295 1,88 0,700 62,74
S. chamaecyparissus 09/04/07 366,37 0,1310 0,15 0,036 76,32
Tabela 4. Rendimento em extrato diclorometanico (ED) das plantas medicinais estudadas
Planta Massa Massa Teor de Rendimento em
Medicinal Datada planta extrato Umidade extrato
(ED) Coleta Seca Obtido % diclorometanico
(9) (9) %
A. tuberosum 27/06/07 57,00 10,5527 81,50 18,50
C. martinii 29/11/06 70,35  5,1600 92,67 7,33
C. winterianus 29/11/06 41,08 6,0317 85,32 14,68
S. chamaecyparissus 09/04/07 72,00 7,3054 89,86 10,14

Tabela 5. Rendimento em extrato hexanico (EH) das plantas medicinais estudadas

Planta Massada Massado Teorde Rendimento em
Data da planta extrato Umidade extrato hexanico
Medicinal EH)  Coleta Seca Obtido % %
(9) (9)
C. sativum 29/11/06 250,00 0,3057 9,21% 1,33%

Tabela 6. Rendimento em fragdes do 6leo essencial de C. sativum obtidas por coluna seca

Planta Massa Massa Massa Massa Massa da Massa das
Medicinal de déleo da da da fracao 7 fracoes
inicial fracao fracdo5 fracao6 (mg) 8,9e10
(Fragoes) (9) 3ed(mg) (mg) (mg) (mg)
C. sativum 1,00 8,74 25,90 22,60 120,40 155,20
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Tabela 7. Atividade anti-Candida (MIC — mg/mL) dos éleos essenciais das espécies medicinais estudadas

Espécies Medicinais
Espécies de Candida

A. C. C. C. S.
tuberosum sativum  martinii  winterianus = chamaecyparissus

C. albicans CBS 562 0,500 0,015 0,063 1,000 1,000
C. albicans 3 A5 0,500 0,015 0,250 1,000 1,000
C. albicans 13 A5 0,500 0,031 0,063 0,500 1,000
C. albicans 41 M2 0,500 0,031 0,063 1,000 1,000
C. albicans 50 M2 0,500 0,063 0,250 0,500 1,000
C. krusei CBS 573 * 0,015 0,063 0,063 0,500
C. krusei 56 M3 0,007 0,007 0,007 0,031 0,125
C. krusei 56 M4 1,000 0,007 0,007 0,007 0,007
C. krusei 56 M6 1,000 0,007 0,007 0,007 0,007
C. parapsilosis CBS 604 0,015 0,125 0,125 1,000 1,000
C. parapsilosis 45 M2 0,015 0,007 0,031 0,250 0,500
C. parapsilosis 45 M4 0,015 0,007 0,015 0,063 0,250
C. parapsilosis 45 M5 0,015 0,015 0,250 1,000 1,000
C. dubliniensis CBS 7987 1,000 0,007 0,125 0,500 0,063
C. dubliniensis 26 A2 1,000 0,063 0,250 1,000 0,500
C. dubliniensis 26 A3 1,000 0,031 0,250 1,000 0,250
C. dubliniensis 26 A4 * 0,500 1,000 1,000 0,500
C. tropicalis CBS 94 * 0,125 1,000 1,000 1,000
C. tropicalis 53 M6 * 0,125 * * 1,000
C. tropicalis 53 M7 * 0,063 0,250 1,000 *
C. tropicalis 53 M8 * 0,031 * * *

Os codigos das amostras correspondem ao nimero do voluntario e ao local de procedéncia, sendo: (A) - bolsa periodontal ou (M) mucosa bucal.
*MIC >1,0 mg/mL
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Tabela 8. Atividade anti-Candida (MIC - mg/mL) dos Extratos Diclorometanicos (ED) e Hexanico (EH) das espécies

medicinais estudadas

Espécies de Candida

Espécies Medicinais

ED EH ED ED ED
A. C. C. C. S.
tuberosum sativum martinii winterianus chamaecyparissus

C. albicans CBS 562 0,500 0,125 0,250 0,125 0,250
C. albicans 3 A5 * 1,000 1,000 1,000 *
C. albicans 13 A5 * 1,000 1,000 1,000 *
C. albicans 41 M2 * 1,000 1,000 1,000 *
C. albicans 50 M2 * 1,000 1,000 1,000 *
C. krusei CBS 573 * 0,125 0,125 0,063 0,500
C. krusei 56 M3 * 0,031 0,063 0,002 0,063
C. krusei 56 M4 * 0,015 0,007 0,007 0,500
C. krusei 56 M6 * 0,002 0,007 0,007 0,015
C. parapsilosis CBS 604 0,015 0,031 0,063 0,125 1,000
C. parapsilosis 45 M2 * 0,063 0,063 0,250 0,125
C. parapsilosis 45 M4 * 0,125 0,031 0,063 0,125
C. parapsilosis 45 M5 * 0,007 1,000 0,063 1,000
C. dubliniensis CBS 7987 * 0,031 0,250 0,125 0,063
C. dubliniensis 26 A2 * 0,250 0,500 0,500 0,500
C. dubliniensis 26 A3 * 0,250 0,500 0,250 0,500
C. dubliniensis 26 A4 * 0,250 0,250 0,250 1,000
C. tropicalis CBS 94 * 0,500 1,000 1,000 1,000
C. tropicalis 53 M6 * 0,500 * * 1,000
C. tropicalis 53 M7 * 0,250 0,250 1,000 *
C. tropicalis 53 M8 * 0,250 * * *

Os cédigos das amostras correspondem ao nimero do voluntario e ao local de procedéncia, sendo: (A) - bolsa periodontal ou (M) mucosa bucal.

*MIC >1,0 mg/mL
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Tabela 9. Atividade anti-Candida (MIC - mg/mL) do Oleo essencial(OE) e fragdes de C.sativum

Fracoes de Oleo Essencial de C. sativum

Espécie de Candida dleo bruto
Fracao ;., Fracao ;5 Fracao g Fracdo; Fracao g 4
C. albicans CBS 562 0,015 0,063 * 0,500 0,125 0,015
C. albicans 13 A5 0,031 0,125 * 0,500 0,250 0,063
C. krusei CBS 573 0,015 0,500 0,500 0,250 0,125 0,063
C. krusei 56 M3 0,007 0,250 0,250 0,250 0,125 0,063
C. parapsilosis CBS 604 0,125 0,500 * 0,250 0,250 0,063
C. parapsilosis 45 M4 0,007 0,500 * 0,250 0,250 0,063
C. dubliniensis CBS 7987 0,007 0,125 * 0,063 0,063 0,031
C. dubliniensis 26 A3 0,031 0,250 * 0,250 0,125 0,063
C. tropicalis CBS 94 0,125 0,500 * 1,000 0,063 0,063
C. tropicalis 53 M7 0,063 * * 1,000 0,250 0,125

Os codigos das amostras correspondem ao nimero do voluntario e ao local de procedéncia, sendo: (A) - bolsa periodontal ou (M) mucosa bucal.
*MIC >1,0 mg/mL

e e * !r
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F - - = % - | -
o& Frl Frd F3 Yy [ et et - Fra =0 L
OB | F1 F2 F3 | F4 F6 | F7 | F8 | F9 | F10 OB

Figura 1: Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do Oleo essencial de C. sativum e suas

fragbes. OB= éleo bruto. F= Fragao
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Tabela 10. Atividade anti-Candida (MIC - mg/mL) do Fluconazol e Nistatina contra leveduras do género Candida

MIC (mg/mL) Massa molar (mM) MIC (mg/mL) Massa molar (mM)
Espécie de Candida

Fluconazol Fluconazol Nistatina Nistatina
C. albicans CBS 562 0,002 0,0065 0,063 0,0680
C. albicans 3 A5 0,064 0,2091 0,063 0,0680
C. albicans 13 A5 0,032 0,1045 0,125 0,1350
C. albicans 41 M2 0,032 0,1045 0,125 0,1350
C. albicans 50 M2 0,032 0,1045 0,125 0,1350
C. krusei CBS 573 0,0005 0,0016 0,015 0,0162
C. krusei 56 M3 0,064 0,2091 0,015 0,0162
C. krusei 56 M4 0,064 0,2091 0,015 0,0162
C. krusei 56 M6 0,032 0,1045 0,015 0,0162
C. parapsilosis CBS 604 0,008 0,0261 0,007 0,0075
C. parapsilosis 45 M2 0,004 0,0130 0,007 0,0075
C. parapsilosis 45 M4 0,008 0,0261 0,007 0,0075
C. parapsilosis 45 M5 0,008 0,0261 0,250 0,2700
C. dubliniensis CBS 7987 0,001 0,0032 0,007 0,0075
C. dubliniensis 26 A2 0,002 0,0065 0,007 0,0075
C. dubliniensis 26 A3 0,001 0,0032 0,007 0,0075
C. dubliniensis 26 A4 0,001 0,0032 0,007 0,0075
C. tropicalis CBS 94 0,016 0,0522 0,125 0,1350
C. tropicalis 53 M6 0,016 0,0522 0,125 0,1350
C. tropicalis 53 M7 0,008 0,0261 0,125 0,1350
C. tropicalis 53 M8 0,008 0,0261 0,125 0,1350

Os codigos das amostras correspondem ao nimero do voluntario e ao local de procedéncia, sendo: (A) - bolsa periodontal ou (M) mucosa bucal.
* MIC >1,0 mg/mL. Massa molar do Fluconazol = 306/ Massa molar da Nistatina = 926.
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5.2 Padrao de desenvolvimento de biofilme dos isolados de Candida spp.

Concomitante aos testes de atividade com os 6leos essenciais e extratos vegetais

foi feito um ensaio com biofilme das espécies de Candida visando verificar o padrao de

desenvolvimento dos mesmos. O padrao de desenvolvimento observado para os biofilmes

apds 24 h de incubacgao a 37 °C estéa representado nas Figuras 2 a 6.

C. albicans

T T T T T

562 3A5 13A5 41M2 50M2

Cepas

Figura 2: Padrao de desenvolvimento de biofilme
da espécie C. albicans

55

Absorbancia 525nm

C. dubliniensis

oﬁﬁ%ﬁ

7987 26A2 26A3 26A4
Cepas

Figura 3: Padrédo de desenvolvimento de biofiime
da espécie C.dubliniensis



Absorbancia 525nm

5 Resultados

C. parapsilosis
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C. tropicalis
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Figura 4: Padrao de desenvolvimento de biofiime

da espécie C. parapsilosis
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Figura 6: Padrao de desenvolvimento de biofilme

da esoécie C. krusei
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Figura 5: Padrdo de desenvolvimento de biofiime
da espécie C. tropicalis
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5.3 Atividade antimicrobiana do 6leo essencial e da Fracao g1 de C. sativum
frente ao biofilme de isolados orais de Candida spp.

Como descrito no item 5.1, referente aos resultados apresentados nas Tabelas
7,8,9, os testes de atividade anti-Candida utilizando biofilmes foram feitos com o 6leo
essencial de C. sativum, cuja capacidade inibitoria frente as células plancténicas foi
superior aos 6leos essenciais e extratos vegetais das demais espécies estudadas.

Durante o cultivo do biofilme das leveduras foram feitas aplicacbes do éleo
essencial a intervalos regulares durante 24 h, em duas diferentes concentragées, sendo a
primeira correspondente a MIC encontrada para a célula plancténica das leveduras, e 1
mg/mL. Tal procedimento foi feito com o objetivo de verificar se o éleo seria capaz de
impedir ou desestabilizar a formagao do biofilme. Os intervalos de tempo onde foram
feitas as aplicagbes de 6leo essencial foram: antes da adesao das células planctonicas
(tzero), apds a pré- adesao (13 h) e apés 6 h, 12 h, 18 h , 24 h e 42h.

As curvas de desenvolvimento dos microrganismos, referentes ao cultivo com
células planctonicas e biofilmes (ambos sem tratamento), bem como durante os
tratamentos realizados com o 6leo essencial e padrées utilizados como controles, estao
ilustradas nas Figuras 7a a 11j.

Visando obter mais informagdes a respeito do desenvolvimento do biofilme, assim
como a atuagdo do 6leo essencial de C. safivum, os experimentos foram realizados até
48h, para avaliagdo da agao do 6leo sobre o biofilme mais amadurecido.

57



5 Resultados

5.3.1. Atividade antimicrobiana do oleo essencial de C. sativum frente ao
biofilme de Candida albicans

3017 —e— Planctonico CBS 562 3,017 —e— Biofilme CBS 562
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Figura 7a: Curva de crescimento planctonico de C. albicans Figura 7b: Curva de crescimento do biofiime de C. albicans CBS

CBS 562 e do isolado clinico 13A5. 562 e do isolado clinico 13A5.
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Figura 7c: Cinética de crescimento do biofilme de C. albicans Figura 7d: Cinética de crescimento do biofiime de C. albicans
CBS 562 na presenga de antifingicos e do 6leo essencial de C. isolado clinico 13A5 na presenca de antifingicos e do o6leo
sativum. essencial de C. sativum.
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Bioflime CBS 562

Nistatina 1Tmg/mL

Aplicagdo do OE C.sativum em t0 1mg/ml
Aplicagdo do OE C.sativum em t0 e t3 Tmg/mL
Aplicagédo da F 4, OE C.sativum em t0 1mg/mL

Aplicagdo da F 4, OE C. sativum em t0 e t3 1mg/mL

Figura 7e: Efeito da nistatina, do 6leo essencial e fragcdes Fg-10
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Figura 7f: Efeito da nistatina, do éleo essencial e fracées Fs.10

combinadas de C. sativum sobre a pré-adesdo de C. albicans combinadas de C. sativum sobre a pré-adesdo de C. albicans
isolado clinico 13A5.

CBS 562.
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Figura 7g: Efeito da nistatina, do 6leo essencial e fragoes Fs.
10 combinadas de C. sativum sobre o biofilme de C. albicans

CBS 562, quando aplicados a cada 6h durante 24h.
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Figura 7h: Efeito da nistatina, do 6leo essencial e fragdes Fs-10
combinadas de C. sativum sobre o biofilme de C. albicans
isolado clinico 13A5, quando aplicados a cada 6h durante 24h.
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——&—— Biofilme CBS 562 ——@—— Biofilme isolado 13A5
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Figura 7i: Efeito da nistatina, do 6leo essencial e fragdes Fs.19 Figura 7j: Efeito da nistatina, do 6leo essencial e fragdes Fs-10
combinadas de C. sativum sobre o biofilme amadurecido (48h) combinadas de C. sativum sobre o biofiime amadurecido (48h)
de C. albicans CBS 562. de C. albicans isolado clinico 13A5..
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5.3.2. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. sativum frente ao
biofilme de Candida dubliniensis
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Figura 8a: Curva de crescimento planctonico de C. dubliniensis Figura 8b: Curva de crescimento do biofilme de C. dubliniensis

CBS 7987 e do isolado clinico 26A3. CBS 7987 e do isolado clinico 26A3.
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Figura 8c: Cinética de crescimento do biofime de C. Figura 8d: Cinética de crescimento do biofime de
dubliniensis CBS 7987 na presenga de antifingicos e do 6leo  C.dubliniensis isolado clinico 26A3 na presenga de antifingicos
essencial de C. sativum. e do éleo essencial de C. sativum.
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Figura 8e: Efeito da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum Figura 8f: Efeito da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum

sobre a pré-adesao de C. dubliniensis CBS 7987.
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Figura 8g: Efeito da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum Figura 8h: Efeito da nistatina e do éleo essencial de C.
sobre o biofiime de C.dubliniensis CBS 7987, quando aplicados a sativum sobre o biofilme de C.dubliniensis CBS 26A3, quando
aplicados a cada 6h durante 24h.

cada 6h durante 24h.
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Figura 8i: Efeito da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum Figura 8j: Efeito da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum
sobre o biofilme amadurecido (48h) de C.dubliniensis isolado

sobre o biofilme amadurecido (48h) de C. dubliniensis CBS 7987.

63

clinico 26A3.



5 Resultados

5.3.3. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. sativum frente ao
biofilme de Candida parapisilosis
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Figura 9a: Curva de crescimento planctonico de C. parapsilosis Figura 9b: Curva de crescimento do biofilme de C. parapsilosis

CBS 604 e do isolado clinico 45M4. CBS 604 e do isolado clinico 45M4.
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Figura 9c: Cinética de crescimento do biofilme de C. parapsilosis Figura 9d: Cinética de crescimento do biofilme de C. parapsilosis
CBS 604 na presenga de antifingicos e do 6leo essencial de C. isolado clinico 45M4 na presenca de antifingicos e do o6leo
sativum. essencial de C. sativum.
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Figura 9i: Efeito da nistatina e do éleo essencial C. sativum sobre
o biofilme amadurecido (48h) de C. parapsilosis CBS 604.
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5.3.4. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. sativum frente ao
biofilme de Candida tropicalis
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Figura 10a:Curva de crescimento plancténico de C. tropicalis CBS Figura 10b: Curva de crescimento do biofilme de C. tropicalis CBS

94 e do isolado clinico 53M7. 94 e do isolado clinico 53M7.
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Figura 10c: Cinética de crescimento do biofilme de C. tropicalis Figura 10d: Cinética de crescimento do biofilme de C. tropicalis
CBS 94 na presenca de antifingicos e do 6leo essencial de C. isolado clinico 53M7 na presenca de antifingicos e do o6leo
sativum. essencial de C. sativum.
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Figura 10e: Efeito da nistatina e do éleo essencial de C. sativum Figura 10f: Efeito da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum

sobre a pré-adesao de C. tropicalis CBS 94.
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Figura 10g: Efeito da nistatina e do dleo essencial de C. sativum Figura 10h: Efeito da nistatina e do éleo essencial de C. sativum
sobre o biofilme de C.tropicalis CBS 94, quando aplicados a cada sobre o biofilme de C.tropicalis isolado clinico 53M7, quando
6h durante 24h. aplicados a cada 6h durante 24h.
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Figura 10i: Efeito da nistatina e do 6leo essencial C. sativum Figura 10j: Efeito da nistatina e do 6leo essencial C. sativum
sobre o biofilme amadurecido (48h) de C.tropicalis isolado clinico
53M7.

sobre o biofilme amadurecido (48h) de C. tropicalis CBS 94.
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5.3.5. Atividade antimicrobiana do oleo essencial de C. sativum frente ao
biofilme de Candida krusei
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Figura 11a: Curva de crescimento plancténico de C. krusei
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Figura 11c: Cinética de crescimento do biofiime de C. krusei
CBS 573 na presenga de antifungicos e do 6leo essencial de C.

sativum.
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Figura 11d: Cinética de crescimento do biofime de C. krusei
isolado clinico 56M3 na presenca de antifingicos e do déleo

essencial de C. sativum..

70




5 Resultados

——e&—— Biofilme CBS 573 ——@—— Biofilme Isolado 56M3
o Nistatina 1mg/m:L (e} Nistatina 1mg/mL
——-v-——  Aplicagio do OE C.sa{ivum em t0 Tmg/mL ——-w-—— Aplicagdo do OE C.sativum em t0 1mg/mL
——f—  Aplicagao do OE C.sativum em 10 e t3 1mg/mL 0,40 —-—A-—-  Aplicagdo do OE C.sativum em t0 e t3 1mg/mL
0,40 -
0,35
0,35 -
0,30 A
e 0,30 - E
< 0
& &
B 0,25 0 0.257
e} 5
2 &
g 0204 $ 020
S 3
2 o
< 0,15 < 0,15
0,10 - 0,10 4
0,05 T T T T y T ' 0,05 T T T T T T :
0 5 10 15 20 2 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 11e: Efeito da nistatina e do dleo essencial de C. Figura 11f: Efeito da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum

sativum sobre a pré-adesao de C. krusei CBS 573. sobre a pré-adesao de C. kruseiisolado clinico 56M3.
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Figura 11g: Efeito da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum Figura 11h: Efeito da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum
sobre o biofilme de C.krusei CBS 573, quando aplicados a cada sobre o biofime de C.krusei isolado clinico 56M3, quando
6h durante 24h. aplicados a cada 6h durante 24h.
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Figura 11i: Efeito da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum Figura 11j: Efeito da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum
sobre o biofilme amadurecido (48h) de C. krusei CBS 573. sobre o biofilme amadurecido (48h) de C. kruseiisolado 56M3.
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5.4. Composicao quimica do 6leo essencial de C. sativum.

A composicao quimica do 6leo essencial de C. safivum esta apresentada nas
Figuras 12 a 17 e Tabelas 11 a 16.

A avaliagao foi realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM). Os constituintes mais relevantes foram identificados por comparacao
dos espectros de massas com os da biblioteca eletrbnica NIST, bem como por
comparacdo dos dados de indice de Retencdo e espectros de massas descritos na
literatura (Adams, 1995; Pino, 2001), coletados em condi¢des cromatograficas similares.

Na Tabela 17 estdo apresentados os dados referentes a atividade anti-Candida do
6leo essencial bruto, fracao g.1o € compostos bioativos de C.sativum.
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Figura 12. Cromatograma do 6leo essencial (bruto) de C. sativum.
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Tabela 11. Compostos identificados, tempo de retengéo (tg), indice de retencao (IR) e

porcentagem relativa (%) do 6leo essencial de C. sativum.

tr (min.) IR Identificacéo % rel.
3,63 3-hexen-1-ol <Z> 1,24
3,78 2-hexen-1-ol <Z> 0,77
5,19 933 alfa-pineno 0,15
10,23 1101 n.i. 0,33
10,40 1106 nonanal 0,28
13,02 1172 n.i. 0,19
14,49 1209 decanal 10,97
16,73 1262 9-decen-1-ol 2,74
17,12 1272 2-decen-1-ol <E> 4,11
17,32 1277 n.i 15,30
18,65 1309 undecanal 2,20
20,96 1364 n.i. 1,01
21,25 1371 n.i. 1,21
21,38 1375 n.i. 1,96
22,89 1411 dodecanal 7,53
25,19 1469 2-dodecenal 8,16
25,45 1475 2-dodecenol 11,26
25,52 1477 n.i. 2,54
26,89 1512 tridecanal 1,00
29,11 1570 n.i. 1,44
29,28 1574 n.i. 0,86
29,56 1581 Oxido de cariofileno 0,47
30,78 1614 tetradecanal 1,26
33,01 1674 2-tetradecen-1-ol <E> 13,58
34,48 1715 n.i. 0,30
36,58 1775 n.i. 3,10
38,79 1841 n.i. 0,32
40,03 1879 n.i. 0,80
47,43 fitol 3,06
50,04 n.i. 0,36
52,40 n.i. 0,26
54,15 n.i. 0,26
57,83 n.i. 0,56
59,28 n.i. 0,46

ni = ndo identificad
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Abundance
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Figura 13: Cromatograma do éleo essencial de C. sativum (fragéo 3 e 4- F34).

Tabela 12: Compostos identificados, tempo de retengéo (tg), indice de retengao (IR) e
porcentagem relativa (%) na Fragdo 3,4 (F54) do 6leo essencial de C. sativum.
(ni= n&o identificado).

tr (Min) IR Identificacao % rel.
14,36 1205 decanal 4,42
17,12 1272 decanol 1,84
18,57 1307 undecanal 2,81
22,77 1408 dodecanal 21,56
25,06 1466 2-dodecenal 2,64
25,28 1471 2-dodecenol 1,99
26,82 1510 tridecanal 4,46
30,30 1601 n.i. 1,11
30,71 1612 tetradecanal 7,95
32,86 1670 n.i. 5,76
34,42 1713 n.i. 2,41
36,51 1774 n.i. 1,24
36,65 1777 n.i. 1,27
36,87 1784 n.i. 3,98
42,73 1962 n.i. 5,16
42,92 1968 n.i. 3,05
43,58 1988 n.i. 1,92
49,13 éster decilico do acido decanoéico 5,59
54,22 n.i. 2,63
54,64 n.i. 2,09
54,89 n.i. 0,23
59,18 n.i. 1,76
59,28 n.i. 2,15
59,51 n.i. 3,47
59,73 n.i. 8,52
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Abundance
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Figura 14: Cromatograma do 6leo essencial de C. sativum (fragéo 5 - Fs).

Tabela 13: Compostos identificados, tempo de retengéo (tgr), indice de retencao (IR) e

porcentagem relativa (%) na Fragao 5 (Fs) do 6leo essencial de C. sativum.

tg (min) IR Identificacdo % rel.
8,21 1041 benzenoacetaldeido 0,51
14,36 1206 decanal 1,38
16,71 1262 9-decen-1-ol 4,07
17,12 1272 2-decen-1-ol <E> 0,46
18,57 1307 undecanal 0,29
20,92 1363 n.i. 2,09
21,62 1380 acido decandico 0,93
22,76 1408 dodecanal 0,83
22,86 1411 n.i. 0,51
24,46 1451 n.i. 0,33
25,15 1468 2-dodecenal 24,01
26,83 1510 tridecanal 0,27
29,10 1569 n.i. 4,64
29,25 1573 acido dodecandico 0,03
29,75 1586 n.i. 0,25
30,71 1612 n.i. 0,32
31,08 1622 n.i. 1,88
32,30 1655 n.i. 0,45
33,15 1678 tetradecenal 38,26
36,63 1777 n.i. 11,76
37,84 1812 n.i. 0,63
39,66 1868 n.i. 0,54
40,02 1879 n.i. 3,09
54,09 n.i. 0,23
57,60 n.i. 0,35
58,25 n.i. 0,94
59,19 n.i. 0,67

ni= ndo identificado
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Abundance
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Figura 15: Cromatograma do 6leo essencial de C. sativum (fragcdo 6 — Fg)

Tabela 14: Compostos identificados, tempo de retengéo (tg), indice de retengao (IR) e

porcentagem relativa (%) na Fragao 6 (Fg) do 6leo essencial de C. sativum

.(ni= ndo identificado).

tg (min) IR Identificacdo % rel.
3,58 3-hexen-1-ol <E> 0,46
10,19 1100 n.i. 1,87
14,35 1205 decanal 0,48
16,66 1261 2-decenal <E> 3,36
17,04 1270 2-decen-1-ol 6,29
17,13 1272 2-decen-1-ol <E> 2,13
20,89 1363 n.i. 1,18
21,19 1370 n.i. 2,83
21,30 1373 n.i. 0,42
22,76 1408 dodecanal 0,38
25,11 1467 2-dodecenal 11,08
25,41 1474 2-dodecenol 30,05
25,85 1485 beta-ionona <E> 1,25
28,87 1563 nerolidol <E> 0,36
29,04 1568 n.i 1,49
29,22 1572 2-tridecen-1-ol <E> 2,60
29,49 1579 oxido de cariofileno 0,57
32,91 1672 n.i. 10,97
33,02 1675 2-tetradecen-1-ol <E> 9,32
34,74 1723 n.i. 1,56
36,50 1773 n.i. 3,33
39,65 1868 n.i. 0,69
39,98 1878 n.i. 0,48
47,36 - fitol 3,54
55,41 - n.i. 1,53
59,47 - n.i 1,84
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Figura 16: Cromatograma do 6leo essencial de C. sativum (fragcdo 7 — F)

Tabela 15: Compostos identificados, tempo de retengao (tg), indice de retengao (IR) e

porcentagem relativa (%) na Fragao 7 (F;) do 6leo essencial de C. sativum.

tg (min) IR Identificacao % rel.
3,62 3-hexen-1-ol <Z> 2,57
3,78 2-hexen-1-ol <Z> 3,19
10,19 1100 n.i. 0,83
12,97 1171 cis-pinocanfona 0,19
14,36 1205 decanal 0,13
16,65 1260 2-decenal <E> 0,18
17,44 1280 n.i. 33,25
21,28 1372 n.i. 4,40
21,41 1375 n.i. 2,62
23,17 1418 alfa-santaleno 0,12
25,06 1466 n.i. 0,60
25,64 1480 n.i. 35,59
25,90 1487 beta-ionona <E> 0,42
29,28 1574 n.i. 2,67
29,52 1580 6xido de cariofileno 0,23
31,27 1627 n.i. 0,12
32,87 1671 n.i. 0,62
33,11 1677 n.i. 8,44
34,77 1724 n.i. 0,58
36,58 1775 n.i. 0,91
47,37 2104 fitol 1,77
52,34 5-eicoseno <E> 0,11
57,77 n.i. 0,45

ni= ndo identificado

78



5 Resultados

Abundance
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Figura 17: Cromatograma do éleo essencial de C. sativum (fragao 8-10 — Fg 1q)

Tabela 16: Compostos identificados, tempo de retengao (tg), indice de retengao (IR) e

porcentagem relativa (%) na Fragao 8-10 (Fg 4¢) do 6leo essencial de C. sativum.

tr (Min) IR Identificacéo % rel.
3,54 - 3-hexen-1-ol <E> 0,44
3,64 --- 3-hexen-1-ol <Z> 16,08
3,81 - 2-hexen-1-ol <Z> 14,52
17,18 1273 ciclodecano 44,16
21,19 1370 trans-2-decen-1-ol 1,71
21,33 1373 metil-ciclodecano 3,62
25,35 1473 n.i. 13,04
25,44 1475 1-deceno 4,43
33,01 1674 2-tetradecen-1-ol <E> 2,01

ni= ndo identificado
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Tabela 17: Atividade anti-Candida (MIC - mg/mL) do dleo essencial(OE), fragdo s.10 € compostos bioativos
de C. sativum

Espécie de Oleo Fracao 2 2 3 3 Ciclode Mistura
Candida bruto 8-10 hexenol hexenol hexenol hexenol cano
cis trans cis trans
C. albicans 0,015 0,015 0,063 0,031 0,500 0,063 0,031 0,0005
CBS 562
C. albicans 0,031 0,063 0,063 0,007 0,125 0,031 0,015 0,0005
13 A5

Os codigos das amostras correspondem ao nimero do voluntario e ao local de procedéncia, sendo: (A) - bolsa periodontal.
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5.5 Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens feitas por MEV mostrando o desenvolvimento dos biofilmes
estudados, bem como aqueles relacionados aos tratamentos controle e utilizando 6leo
essencial de C. sativum e fragcbes combinadas Fg 1o estdo apresentadas nas Figuras 18a a
22f.

A MEV atuou no presente estudo como uma ferramenta auxiliar qualitativa para
que se observasse de maneira ilustrativa (observacdo de possivel alteracdo morfologica
da levedura antes e apéds receberem tratamento) o que pode ser visualizado de maneira
quantitativa através das medidas realizadas pelo aparelho leitor de Elisa (absorbancia)
das quais pudemos gerar planilhas e obter os graficos apresentados anteriormente.

Ade=zao A

Figura 18a: Células da levedura C. albicans CBS 562 Figura 18b: Efeito da nistatina sobre o biofime de C.
(MEV - aumento de 3000 x). albicans CBS 562 (MEV - aumento de 500 x).
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Figura 18c: Efeito do fluconazol sobre biofime de C. Figura 18d: Efeito do 6leo essencial de C. sativum
albicans CBS 562 (MEV - aumento de 500 x). sobre a pré-adesdo de C. albicans CBS 562(MEV -
aumento de 6000 x).

wal i
‘.*-.E'Eﬂ':. = B -
L]

Figura 18e: Efeito do 6leo essencial de C. sativumn sobre Figura 18f: Efeito do 6leo essencial de C. sativum sobre
biofilme de C. albicans CBS 562 durante 24h(MEV - biofilme amadurecido de C. albicans CBS 562(MEV -
aumento de 500 x). aumento de 500 x).
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Figura 189g: Efeito da fragdo Fg1o do 6leo essencial de C.
sativum sobre o biofilme de C. albicans CBS 562(MEV -
aumento de 7000 x).

Figura 19a: Células da levedura C. dubliniensis CBS Figura 19b: Efeito da nistatina sobre biofime de C.
7987(MEV - aumento de 250 x). dubliniensis CBS 7987(MEV - aumento de 7500 x).
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18 Adesao D

Figura 19c: Efeito do fluconazol sobre biofilme de C. Figura 19d: Efeito do 6leo essencial de C.sativum sobre
dubliniensis CBS 7987(MEYV - aumento de 1000 x). a pré-adesao de C. dubliniensis CBS (MEV - aumento de
1500 x).

13kL Hl.-888 " 1B8mm

Figura 19e: Efeito do 6leo essencial de C. sativum sobre Figura 19f: Efeito do 6leo essencial de C. sativum sobre
biofilme de C. dubliniensis CBS 7987durante 24h (MEV - biofilme amadurecido de C. dubliniensis CBS 7987(MEV -
aumento de 1000 x). aumento de 1000 x).
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18 rmm E8dn UI-3

Figura 20a: Células da levedura C. parapsilosis CBS 604 (MEV -  Figura 20b: Efeito da nistatina sobre biofilme de C. parapsilosis
aumento de 1000 x). CBS 604(MEV - aumento de 1000 x).

1. B6E6 1B rm g

Figura 20c: Efeito do fluconazol sobre biofime de C. Figura 20d: Efeito do 6leo essencial de C. sativum sobre a pré-
parapsilosisis CBS 604 (MEV - aumento de 1000 x). adesdo de C. parapsilosis CBS 604 (MEV - aumento de 1500
x).
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Figura 20e: Efeito do 6leo essencial de C. sativum sobre Figura 20f: Efeito do 6leo essencial de C. sativum sobre
biofilme de C. parapsilosis CBS 604 durante 24h (MEV - biofilme amadurecido de C. parapsilosis CBS 604(MEV -
aumento de 1000 x). aumento de 1000 x).

» BEaA 18rm

Figura 21a: Células da levedura C. tropicalis CBS 94 (MEV -
aumento de 1000 x).

Figura 21b: Efeito da nistatina sobre biofilme de C. tropicalis
CBS 94 (MEV - aumento de 1000 x).
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SEa 18 mm

Figura 21c: Efeito do fluconazol sobre biofilme de C. tropicalis Figura 21d: Efeito do 6leo essencial de C. sativum sobre a pré-
CBS (MEV - aumento de 15.000 x). adesao de C. tropicalis CBS 94 (MEV - aumento de 1500 x).

Srm

Figura 21e: Efeito do 6leo essencial de C. sativum sobre Figura 21f: Efeito do 6leo essencial de C. sativum sobre
Biofilme de C. tropicalis CBS 94 durante 24h (MEV - aumento  biofilme amadurecido de C. tropicalis CBS (MEV - aumento de
de 1000 x). 3000 x).
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18 mm

Figura 22a: Células da levedura C.krusei CBS 573 (MEV - Figura 22b: Efeito da nistatina sobre biofiime de C.krusei CBS
aumento de 1000 x). 573 (MEV - aumento de 1000 x).

Figura 22c: Efeito do fluconazol sobre biofilme de C.krusei Figura 22d: Efeito do 6leo essencial de C.sativum sobre a pré-
CBS 573(MEV - aumento de 5000 x). adesdo de C. krusei CBS 573. (MEV - aumento de 6000 x).
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Figura 22e: Efeito do dleo essencial de C.sativum sobre Figura 22f: Efeito do Oleo essencial de C.sativum sobre
Biofilme de C.krusei CBS 573 durante 24h (MEV - aumento de biofilme amadurecido de C.krusei CBS 573 (MEV - aumento de
1000 x). 6.000 x).

&9



6 Discussdo

DISCUSSAO

O emprego de recursos naturais no tratamento de distintas patologias tem
ressurgido com énfase. Nas Ultimas décadas, tem-se verificado um aumento na demanda
por plantas e preparacoes de origem vegetal como recurso terapéutico (Giveon et al.,
2004; Mahady, 2001). Dai a necessidade de se inspirar novamente na natureza e de se
utilizar substancias de defesa inatas das plantas medicinais - 0s medicamentos naturais.
Para isso h& necessidade de extracdo desses compostos vegetais. O termo extragao
significa retirar, de maneira mais seletiva e completa possivel, as substancias ou fracao
ativa contida no vegetal, utilizando-se para isso, um liquido ou uma mistura de liquidos
tecnologicamente apropriados e toxicologicamente seguros (Simdes et al., 2005). E
gragas a essa seletividade que se pode extrair apenas as substancias desejadas ou em
maior quantidade. Como a seletividade depende da polaridade, o conhecimento do grau
de polaridade do grupo de substancias que se deseja preferencialmente extrair determina
o solvente ou mistura de solventes que mais se aproxima do 6timo de seletividade para
aquela extragdo. Em analises fitoquimicas, quando ndo se conhece o conteldo do
material a ser analisado, costuma-se submeter o material vegetal a sucessivas extracoes,
com solventes de polaridade crescente, conseguindo-se assim uma extracédo fracionada
em que as diferentes fragbes contém compostos de polaridade também crescente
(Simodes et a/., 2005). Por isso, nesse estudo utilizou-se inicialmente, hexano capaz de
separar acidos graxos, diclorometano capaz de extrair substancias lipofilicas, como
aldeidos, 6leos fixos e ceras, seguido da extragdo com agua (hidrodestilacao) capaz de
retirar aldeidos e alcoois.

Para estudo da atividade anti-Candida spp. das plantas medicinais listadas na
Tabela 2, foram observados os melhores rendimentos em 6éleos essenciais para as
espécies de Cymbopogon, para C. martinii e C. winterianus, respectivamente, 1,36 e
1,88% (base seca). Menores rendimentos em O6leos foram encontrados para S.
chamaecyparissus, A. tuberosum e C.sativum com valores de 0,15%; 0,11% e 0,08%,
respectivamente (Tabela 3). As plantas medicinais foram também coletadas para
obtengao de extrato diclorometano e hexanico e os dados mostram que os rendimentos
em extratos diclorometanicos mais significativos foram obtidos para C. winterianus
(14,68%) e A. tuberosum (18,50%), sequidos de S. chamaecyparissus (10,14%) e C.
martini (7,33%). O extrato hexanico de C. sativum (1,33%) foi o que apresentou menor
rendimento quando comparado aos demais (Tabela 4 e 5).
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Sao varios os fatores que tém sido citados por exercerem influéncia na obtencao
de 6leos essenciais e extratos vegetais de plantas medicinais. Os mais tipicos sio: a
variabilidade genética, a idade das folhas, as condigdes ambientais, o tipo de manejo
florestal, os métodos utilizados para amostragem das folhas e os processos de extragéo e
de analise.

Os dados de rendimento em O&leo essencial obtidos no presente trabalho
corroboram com os encontrados por Duarte et al. (2005), sendo as espécies de
Cymbopogon e de A. tuberosum as de maior e menor rendimento, respectivamente.

Em contrapartida, Melo et al. (2003) obtiveram a extracdo de compostos apolares,
de polaridade intermediaria e elevada em quantidade variada, em funcao do solvente
utilizado, sendo as respectivas massas 420, 340 e 3500 mg para extratos etéreo,
etandlico e aquoso. O extrato aquoso apresentou um rendimento significativamente
superior aos demais, comprovando, portanto, a eficacia deste solvente, que certamente
foi maximizada pela utilizagdo de material previamente desidratado. Este resultado,
segundo Julkunen-Tiitto (1985), é devido a predominéncia de compostos fendlicos em
vegetais, os quais, em sua maioria, sdo soluveis em solventes polares. Por outro lado, a
quantidade de material extraido pode ainda ter sido influenciada pela composigao quimica
do substrato e a técnica de extracdo (Depkevicius et al., 1998).

Os testes realizados para avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
(Tabela 7), demonstram os resultados de concentracdo minima inibitéria (MIC), onde
destacamos o C. sativum, que inibiu todos os isolados testados, com MIC(s) até 0,5
mg/mL. O 6leo essencial de C. martinii também apresentou MIC(s) até 0,5 mg/mL exceto
para quatro isolados, cujos valores de MIC(s) foram maiores ou iguais a 1,0 mg/mL. Em
um trabalho anterior (Duarte et al., 2005), definiu com base em Aligiannis et al. (2001),
que concentragdes minimas inibitérias (MIC) de até 0,5%, de 0,55 a 1,5% e acima de
1,5% representam, respectivamente, forte, moderada e fraca atividade antimicrobiana.
Desse modo, podemos considerar que o 6leo essencial da planta C. safivum mostrou
forte atividade antimicrobiana para todos dos isolados de Candida spp. Ja para C. martinii,
0 Oleo essencial também demonstrou forte atividade antimicrobiana, exceto para quatro
isolados, 1 de C. dubliniensis e 3 de C. tropicalis, cuja atividade pode ser classificada
como moderada (Tabela 7) e isso indica que esses materiais vegetais podem vir a ser
utilizados em novas formulagbes de fitofarmacos levando-se em conta o potencial

antifingico que os mesmos apresentaram.
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O oleo essencial de A. tuberosum apresentou forte inibicdo para as cepas de C.
albicans, C. parapsilosis e para um unico isolado de C. krusei (56M3) com valores de MIC
iguais ou menores a 0,5 mg/mL. Contra os isolados da espécie de C. dubliniensis e dois
isolados de C. krusei (56M4 e 56M6) essa substancia demonstrou atividade moderada,
enquanto para as cepas de C. tropicalis e para C. krusei CBS 573, o0 mesmo apresentou
fraca atividade antimicrobiana. Os 6éleos das demais plantas estudadas mostraram
atividade moderada para todas as espécies, exceto para quatro isolados de C. tropicalis
cuja atividade foi considerada fraca (Tabela 7). Quando os extratos diclorometéanico e
hexanico das mesmas plantas foram testados frente aos isolados orais de Candida spp, o
extrato de maior inibicdo foi o extrato hexanico de C. sativum ( MIC 0,002 a 1mg/mL)
seguido dos extratos diclorometéanicos de C. martinii (MIC 0,007 a > 1mg/mL), C.
winterianus, (MIC 0,007 a > 1mg/mL) S. chamaecyparissus (MIC 0,015 a > 1mg/mL) e
finalmente do extrato diclorometanico de A. tuberosum (MIC 0,015 a > 1mg/mL) (Tabela
8).

Varios fatores contribuem para as divergéncias nos resultados obtidos com
extratos vegetais, dentre os quais podemos citar: os diferentes meios de cultura utilizados
nos testes, condicbes determinadas para estes, a pureza do material utilizado para
extracao, a eficiéncia no processo extrativo, assim como as diferentes formas de extracao
(Scott Luper, 1998). Além disso, varios estudos relatam que os componentes quimicos
presentes na planta diferem em relacdo a parte do vegetal utilizada (folhas, cerne, raiz),
em relacdo a maturidade da planta, além da variabilidade genética da espécie, e das
condi¢des do processamento do material vegetal (Marques & Caixeta, 2002).

Stefanini et al. (2001) em trabalho similar de verificagdo de atividade
antimicrobiana avaliou 6leos essenciais das sementes de quatro espécies de Apiaceae
(funcho, endro, cominho e coentro) os quais foram testados sobre os microrganismos
Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli, e
Salmonella spp., isolados de casos clinicos humanos do Hospital da Faculdade de
Medicina da UNESP-Botucatu/S.P. O autor observou que o éleo essencial de C. sativum
foi ativo apenas sobre Salmonella spp., com halo de inibicdo de 18 mm. Essa diferenga de
efetividade do éleo essencial de C. sativum pode estar atribuida a parte da planta a qual o
6leo essencial foi extraido, visto que no presente estudo as extracoes foram realizadas de
folhas frescas, enquanto Stefanini et al. (2001) realizou as extragbes com sementes. A

vasta diversidade de compostos ativos existentes dentro de uma mesma espécie
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considerando a parte da planta da qual o material vegetal foi extraido pode ser um fator a
ser considerado na observacao de resultados compativeis.

Kim et al. (2008) demonstraram que além da efetividade antimicrobiana de C.
sativum os Oleos essenciais e compostos ativos desta espécie, e de Liquidambar
orientalis e Valeriana wallichi parecem ser Uteis como nematicidas naturais para
Bursaphelenchus xylophilus, um nematoda da madeira do pinheiro que ataca o sistema
de circulagdo da arvore, enfraquecendo-a e tornando-a mais susceptivel ao ataque de
outras pragas. Para a utilizagao pratica dos trés éleos essenciais e seus compostos como
novos nematicidas, estudos mais aprofundados visando aperfeicoar a acao sistémica,
fitotoxicidade, a estabilidade da droga e possibilidade de reducéo do custo sao desejados.

Ressaltando o0s potenciais antimicrobianos encontrados em nosso estudo
verificamos que a acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais das plantas medicinais foi,
em geral, mais efetiva do que a dos extratos estudados. Duarte (2006) evidenciou em
trabalho similar que os 6leos essenciais apresentaram agdao sobre um maior nimero de
microrganismos do que os extratos etandlicos estudados, com melhor atividade
antimicrobiana, salientando que apenas os extratos de Mikania glomerata e M. laevigata
foram capazes de inibir as bactérias B. subtilis, S. aureus e S. faecium, com valores de
MIC de 0,04 a 0,1 mg/mL, concentracdes similares a do cloranfenicol (0,12 mg/mL). Cita
ainda que o fato dos 6leos essenciais terem sido mais abrangentes quanto a atividade
antimicrobiana ja € um dado esperado, uma vez que as substancias obtidas pelos tipos de
extracdo utilizados sdo de classes quimicas distintas. Porém, ressalta que a maioria dos
Oleos estudados apresentaram atividade antimicrobiana contra as mesmas bactérias
inibidas pelos extratos. Esses achados corroboram com os dados encontrados no
presente trabalho em relacdo a algumas plantas medicinais estudadas como A.
tuberosum, C. martini e C. winterianus, ressaltando 0s mesmos potencias
antimicrobianos.

Duarte (2006) citou a ndo existéncia de um consenso sobre o nivel de inibicao
aceitavel para produtos naturais quando comparados com antibiéticos padrées, tanto que
alguns autores consideram somente resultados similares aos de antibidticos, enquanto
outros consideram como um bom potencial mesmo aqueles com concentragdes inibitérias
superiores. Ressalta ainda os valores de MIC e respectivas capacidades de inibicao
propostos por Aligianis et al. (2001) para materiais vegetais citados anteriormente. A
autora salientou ainda que, 11 das 80 espécies medicinais estudadas apresentaram
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potencial de uso como antimicrobiano, com inibi¢des importantes, como a observada para
A. tuberosum — folhas/C. albicans (MIC de 0,03 mg/mL). Dentre os 13 sorotipos de E. coli
estudados, 12 foram inibidos pela A. triphylla e 11 por C. martini e C. winterianus, com
MICs entre 0,1 e 0,9 mg/mL, enquanto cinco espécies medicinais foram capazes de inibir
os isolados clinicos orais da levedura C. albicans, com MICs entre 0,1 e 0,8 mg/mL.
Afirma no final do estudo que o 6leo essencial da espécie S. chamaecyparissus foi apto
para inibir a maioria dos microrganismos estudados na ocasido do estudo.

Condizendo aos nossos resultados obtidos em relaciao ao 6leo de S.
chamaecyparissus, que apresentou boa atividade de inibicdo, Suresh et al. (1997)
revelaram que o 6leo essencial de Santolina possuia grande atividade antifingica contra
C. albicans apresentando valores de concentragao inibitéria minima (MIC) entre 62,5 a
125 pg / mL. Notamos ainda que os valores de MIC obtidos pelos autores séao
consideravelmente maiores aos encontrados na presente pesquisa e, portanto, pode-se
salientar o maior potencial antifingico do 6leo de Santolina obtidos na presente pesquisa
quando comparado ao encontrados pelos autores referidos. Suresh et al. (1995) em
pesquisa preliminar com esta mesma planta, ja a descrevem como significativamente
eficaz no controle de candidiase superficial e sistémica, portanto, atribuindo-a grande
atividade antifingica. Os autores ressaltaram que houve efeito sinérgico do 6leo essencial
de Santolina e clotrimazol no controle de C. albicans in vitro, e esta também foi capaz de
controlar micoses cutneas superficiais. Acrescentam ainda, que estudos sobre o 6leo
essencial de Santolina como antifingico sdo claramente indicados, visto o potencial
clinico da planta, j& que o principal fator que tem estimulado a busca por agentes
antifungicos mais seguros e eficazes tem sido o aumento da incidéncia sistémica de
micoses em individuos imunologicamente comprometidos associado a incidéncia de
certas cepas resistentes de C. albicans aos antifingicos azélicos. Dessa forma os autores
evidenciam a necessidade do desenvolvimento de uma maior variedade de antifungicos
para o tratamento de doencgas flungicas. Esses relatos em associagdo aqueles obtidos em
nossa pesquisa, permitem considerar sobre a importdncia das plantas como uma
alternativa sélida do emprego das mesmas como antifingico.

Os resultados de melhor atividade do éleo essencial de C. sativum obtidos no
presente trabalho, levou ao fracionamento dessa substancia em coluna seca onde foram
obtidas 10 fracbes (Figura 1). As fracbes foram entédo reagrupadas, levando-se em conta
o grau de similaridade detectado nos padrdes das bandas apresentadas na CCD
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(cromatografia em camada delgada - Figura 1). As fracbes 3 e 4 foram agrupadas em
uma anica fragcao, bem como as fracoes 8 a 10. Ja, as fragdes 1 e 2 nao apresentaram
atividade contra as leveduras testadas.

Os resultados referentes as atividades das fragcdes do 6leo essencial de C.
sativum estao apresentados na Tabela 9. Os dados mostram que tanto o 6leo bruto como
as fracbes apresentaram forte atividade antimicrobiana contra os isolados de Candida
spp., como pode ser observado pelos valores de MIC obtidos. O 6leo essencial bruto de
C. sativum e principalmente as fragdes g 1o apresentaram MIC(s) similares as observadas
para as drogas antifingicas utilizadas como padrdo (Tabela 10). Isso demonstra o
potencial de aplicacdo desta planta como antifingico, contribuindo para reforcar o
interesse das industrias de fitofarmacos na obtencdo de produtos naturais, como uma
alternativa de agente antimicrobiano que também possa ser economicamente viavel.

Estes dados reafirmam a importadncia de levantamentos etnofarmacolégicos na
selecdo de plantas para triagem de bioatividade. Os resultados apresentam uma
expressiva contribuicdo para a caracterizagdo da atividade antimicrobiana de o6leos
essenciais e extratos de plantas da flora brasileira utilizados na medicina tradicional.

Para comparar os resultados de atividade inibitéria obtidos a partir das plantas
medicinais estudadas com a de antifingicos disponiveis comercialmente, foram
escolhidos a nistatina (poliénico - fungicida) e o fluconazol (azélico fungistatico). Para os
testes foram escolhidas todas as cepas padrbes e apenas os isolados clinicos que
mostraram maior desenvolvimento em biofilme (Figuras 2 a 6). Os resultados estao
apresentados na Tabela 10.

Os dados mostraram que 12 dos 21 isolados de Candida spp foram sensiveis ao
fluconazol, 6 isolados apresentaram suscetibilidade dependente de concentragdo e
apenas 3 demonstraram ser resistentes. Em relagao a nistatina, 13 isolados mostraram
ser sensiveis e 8 apresentaram resisténcia em relacao a essa droga.

Condizendo com os achados em relacao aos antifingicos azdlicos, Furletti et al.
(2008) demostraram que a ocorréncia de resisténcia para os antifungicos azoélicos foi
maior para o grupo das espécies de Candida nao-albicans (42,8%) em relagcdo ao
observado para C. albicans (3,6%). Foi observada a ocorréncia de resisténcia cruzada
entre os antifingicos itraconazol e cetoconazol, para cinco amostras de trés pacientes.
Embora a ocorréncia de resisténcia fosse baixa para os azolicos, observou-se uma
diminuicao na susceptibilidade a estes antifungicos, demonstrada pelo elevado indice de
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SDC (susceptibilidade dependende de concentragdo), especialmente para itraconazol e
cetoconazol. O fluconazol mostrou ser o antifiingico mais efetivo para a maioria das
amostras dentre todas as espécies de Candida testadas. Estudos tém demonstrado que a
suscetibilidade aos antifingicos azodlicos entre isolados de Candida spp. de bolsas
periodontais pode ser variavel, ocorrendo resisténcia cruzada. Munoz et al. (1997)
também destacaram a ocorréncia de resisténcia cruzada entre os antifingicos azdlicos,
fundamentada na presenca de mecanismos de acao similares. Isso demonstrou padroes
diferentes de suscetibilidade das mesmas cepas as drogas testadas (Arikan et al., 1995).
Esses dados, quando comparados, parecem ser indicativos de crescente resisténcia entre
espécies de Candida aos antifungicos azélicos, sugerindo que a cavidade oral poderia ser
um reservatério de leveduras resistentes (Waltimo et al., 2000; Kutsyk & Pavliuk, 2003; lto
et al., 2004; Kuriyama et al., 2005).

Consequentemente um correto diagndéstico microbioldgico deve ser considerado
em lesbes periodontais refratarias ao tratamento convencional (raspagem e alisamento
radicular). A aplicagdo conjunta de tratamento antifungico pode ser Util em casos de
infecgbes oportunistas por Candida spp. no periodonto, especialmente em pacientes com
elevado risco de desenvolver candidiase sistémica (Pizzo et al., 2000). A elevada
ocorréncia de resisténcia a Anfotericina B encontrada entre as espécies analisadas indica
a necessidade de se fazer estudos mais acurados para este antifingico. Realmente,
considerando o potencial fungistatico dos antifiingicos azélicos e o potencial fungicida da
anfotericina B (antifingico poliénico), seria esperado encontrar maior nimero de isolados
sensiveis a esta Ultima droga e ndo as demais.

Considerando a literatura pertinente, constatou-se que nao existe um padrao usual
de comportamento de isolados clinicos em relagdo a suscetibilidade aos antifungicos
testados, uma vez que diferentes autores encontraram diferentes resultados neste
aspecto. Marra & Camargo (2002), por exemplo, concluiram em seu trabalho, que a
eficacia dos dois tipos de drogas fluconazol e anfotericina B foi equivalente.

Desta forma, os resultados obtidos em diversas pesquisas podem ser sugestivos
da ocorréncia de selegao de cepas resistentes a alguns antifungicos azélicos e poliénicos.
O mesmo nao tem acontecido com a forma de apresentagao lipossomal da anfotericina B,
cuja formulacao permite a liberacao gradual, embora constante, do principio ativo. Tal
formulacdo tem sido considerada como uma melhor opcdo terapéutica nos casos de
resisténcia. Com isso, observa-se a importancia da identificacdo preliminar do
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microrganismo causador da doenga para que se prescreva a droga e concentracao
apropriada da mesma, evitando dessa maneira a selecdo de cepas resistentes (Magaldi,
2001; Paniagua et al., 2002; Marra & Camargo, 2002).

Concomitante aos testes de atividade com os 6leos essenciais e extratos vegetais,
realizamos testes empregando biofilmes das espécies de Candida com a finalidade de
verificar o padrdo de desenvolvimento dos mesmos. O padréo de desenvolvimento dos
biofilmes apds 24 h de incubacéo a 37 °C estéa representado nas Figuras 2 a 6.

De acordo com os resultados observamos que dentre as espécies estudadas, a C.
albicans foi a que apresentou maior desenvolvimento em biofiime ap6és 24 h,
principalmente os isolados 562 e 13A5 (Figura 2), seguido de C. tropicalis (isolados 94 e
53M6 - Figura 5). C. dubliniensis e C. parapsilosis apresentaram padroes similares de
desenvolvimento (Figuras 3 e 4), e C. krusei foi a espécie que apresentou menor
desenvolvimento em biofilme (Figura 6). Assim, com base nos resultados, elegeu-se 10
das 21 cepas de levedura, levando-se em conta a viabilidade celular para os testes de
atividade sobre o biofilme, utilizando o 6leo essencial e fragbes de C. sativum devido aos
melhores resultados que estes apresentaram frente as células planctonicas. As cepas
padrao escolhidas para os testes foram C. albicans CBS 562, C. dubliniensis CBS 7987,
C. parapsilosis 604, C. tropicalis 94 e C. krusei 573, além dos isolados clinicos C. albicans
13A5, C. dubliniensis 26A3, C. parapsilosis 45M4, C. tropicalis 53M7 e C. krusei 56M3.

Kirkpatrick et al. (2000) demonstraram que hd interacdo entre os diferentes
microrganismos presentes no biofilme e revela que isso pode ter um impacto sobre a
colonizacao e subsequentes infecgbes. Demonstraram que os microrganismos puderam
aglutinar-se uns aos outros promovendo um processo de adesdo e também puderam
competir uns com os outros e isso resultar em redugdo na aderéncia. Evidenciaram que o
biofilme de C. albicans por vezes coexiste em uma mistura heterogénea com outras
Candida spp. ou bactérias. A questdao nao muito bem elucidada e que ainda precisa ser
respondida é se a presenca destes microrganismos afeta a formacgdo do biofilme por C.
albicans e vice-versa. Candida albicans apresentou uma vantagem na competicado com C.
dubliniensis tanto em culturas em caldo quanto sobre o desenvolvimento de biofilme
(Kirkpatrick et al. 2000, EI-Azzi et al., 2004).

Em descobertas semelhantes, El-Azzi et al. (2004) concluiram que C. albicans tem
capacidade de se aglutinar com outras bactérias e fungos o que pode resultar em
biofilmes heterogéneos. Atribui que este fenbmeno pode ser dependente de fatores inter e
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intra-espécies, tais como variagbes de acucares, e componentes da parede celular
bacteriana (Branting et al, 1989). Holmes et al (1995b) constataram que
independentemente do mecanismo envolvido a heterogeneidade do biofilme pode ter um
impacto sobre a terapia antimicrobiana e sobre a resposta do biofilme causador de
infeccOes a essas terapias.

Essas consideragcbes permitem sugerir que a espécie de C. albicans pode estar
associada a outras espécies microbianas na forma de biofilme e este fato pode estar
relacionado a sua prevaléncia na cavidade oral.

Nos estudos relacionados a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C.
sativum frente ao biofilme de isolados orais de Candida spp. foram analisados os
resultados por espécie, avaliando-se as diferentes condigdes de aplicacdo do material
vegetal.

Inicialmente foi realizada a curva de crescimento plancténico de C. albicans CBS
562 e isolado clinico 13A5 (Figura 7a). Nesse experimento observou-se similaridade no
crescimento até aproximadamente 24h. A partir desse tempo nota-se que o0 crescimento
da cepa CBS 562 apresentou um pico ap6s 30h e um declinio entre 35 e 40h. O grafico
sugere que houve um periodo de adaptacdo das células ao meio de cultura (fase lag)
seguido da fase log e declinio.

Em relacdo a curva de crescimento do biofilme de C. albicans CBS 562 e isolado
clinico13A5, pode-se observar que houve semelhanga na formacao do mesmo, porém o
biofilme de CBS 562 demonstrou maior crescimento, podendo-se constatar que essa cepa
tem maior potencial para desenvolvimento de biofilme quando comparada ao isolado
clinico 13A5 (Figura 7b).

Na Figura 7c esta demonstrada a cinética de crescimento do biofilme de C.
albicans 562 (48h) na presenca de antifingicos e do 6leo essencial de C. sativum com
aplicacdes das drogas a intervalos de 6 h. Pode-se notar que nas 6 h iniciais, ha uma
estabilidade celular das leveduras (CBS 562 e 13A5) quando na presencga de nistatina e
do 6leo essencial de C. sativum (1mg/mL) o que pode estar ligado ao fato da atuacao
dessas drogas antes mesmo que as células terminem de se aderir (Figuras 7c e 7d). Na
presenga das drogas nota-se também que os picos de crescimento celular se apresentam
inferiores em relacdo a curva de crescimento controle, exceto para o isolado 13A5 (7b).

Nos testes de cinética de crescimento (tanto para as cepas CBS 562 como para o
isolado clinico 13A5) verifica-se que a nistatina foi a droga mais eficiente no controle de
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crescimento do biofilme. Isso ocorreu da mesma forma para o Oleo essencial de C.
sativum na concentra¢do de 1 mg/mL.

Os efeitos da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum nas concentracoes
descritas acima foram comparados também com os da fracdo Fg 4o do 6leo essencial na
concentragdo de 1 mg/mL (Figuras 7e, 7f), visando avaliar os possiveis efeitos sobre a
pré-adesao de C. albicans (CBS-562). Através dos resultados observa-se que quando 0s
materiais foram aplicados no tempo inicial (To) ndo houve inibicdo efetiva sobre o
processo de pré-adesdo celular, sugerindo que no inicio do experimento (tempo T,) as
leveduras estdo ainda se adaptando aos componentes presentes no meio de cultura,
possuindo reservas suficientes para iniciar a fase de crescimento. Em seguida, quando
ocorreu a reaplicagdo da nistatina, éleo e fragcoes Fg.10 apds 3 horas (T3) verificou-se que
nao houve crescimento até 24 h, o que demonstra que somente com a reaplicacdo dos
materiais foi possivel inibir ou estabilizar a pré-adesao, sugerindo um efeito cumulativo
tanto da nistatina como dos compostos presentes no 6leo e fracdo Fg 1o de C. sativum.

O mesmo ensaio foi realizado com o isolado clinico de C. albicans 13A5 (Figura
7f). Através dos resultados verificou-se que houve resposta similar em relacao a aplicacao
dos materiais investigados no tempo inicial (To). Porém, a reaplicacdo da fragdo Fg.1g
apds 3 h de ensaio (T3) reduziu a pré-adesao, o que sugere que quando ha reaplicacao
da droga o tratamento se torna mais efetivo porque ajuda a impedir a adesao celular
(efeito cumulativo), como se ocorresse um desarranjo na estrutura e impedimento da
continuidade de formag&o do biofilme.

Em seguida, a nistatina, o 6leo essencial de C. sativum e fracdes combinadas Fg 19
(1mg/mL) foram aplicadas sobre os biofilmes de C. albicans 562 e isolado clinico 13A5 a
cada 6 h, durante 24 h (Figuras 7g-7h). Pode-se observar que nessas condi¢des, houve
uma evidente diminuicdo na formacdo do biofiime em relagdo ao controle,
respectivamente, para 6leo, nistatina e fracdo Fg.10. A aplicacdo dos mesmos materiais
sobre um biofilme amadurecido (24 h) de C. albicans CBS 562 e isolado clinico 13A5
mostrou que as fragbes combinadas apresentaram melhores resultados em relagédo as
demais drogas testadas (Figuras 7i -7j). As fracoes combinadas Fgiq de C. sativum
apresentaram maior efetividade sobre o desenvolvimento do biofilme, assim como para o
controle dos biofilmes amadurecidos comparadas aos demais materiais testados,
incluindo o 6leo bruto de C. sativum (Figuras 7e — 7j).
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Em relacdo a C. dubliniensis, as curvas de crescimento planctonico e do biofilme
da CBS 7987 e isolado clinico 26A3 foram obtidas para posteriormente serem
comparadas com a cinética de crescimento na presenga das drogas testadas (Figuras 8a
- 8b).

A cinética de crescimento do biofilme de C. dubliniensis (CBS 7987) na presenca
de antifungicos (nistatina 1mg/mL e fluconazol 0,064mg/mL) e do éleo essencial de C.
sativum teve um padrdo diferente quando comparado ao mesmo experimento realizado
com o isolado clinico 26A3. Nesse ensaio foram utilizadas duas concentragdes do 6leo
essencial de C. sativum, 0,007mg/mL, que corresponde a MIC para a célula plancténica, e
a concentragdo de 1mg/mL. Pode-se observar que o isolado clinico 26A3 foi mais
sensivel aos materiais vegetais e drogas sintéticas quando comparado a cepa padrao
CBS 7987. Para o isolado 26A3 nota-se uma acdo de inibicdo semelhante para as
amostras testadas (Figura 8d). No ensaio realizado com CBS 7987, o fluconazol
(0,064mg/mL) foi a droga mais eficiente seguida da nistatina (1mg/mL) e do 6éleo
essencial de C. sativum (1mg/mL), apds 24h (Figura 8c). Esses resultados demonstram
que existe uma diferenca de comportamento da CBS 7987 e do isolado clinico 26A3
frente as drogas testadas.

Quando foram avaliadas as drogas em relagdo a pré-adesao dos isolados de C.
dubliniensis 7987 e isolado clinico 26A3, a nistatina foi a droga que apresentou maior
efetividade na inibicdo. Verificou-se ainda que quando os dois isolados de C. dubliniensis
foram submetidos a acdo do éleo essencial de C. sativum, a efetividade se deu no tempo
T3 (apéds reaplicagado) e isso sugeriu que o reforco da dose € necessario no combate da
adesdao celular tendo em vista que no tempo Ty a inibicdo da adesao nao foi eficaz ja que
houve crescimento celular (Figuras 8e -8f).

Quando os testes foram avaliados sobre biofiimes de C. dubliniensis sendo a
aplicacdo da droga realizada em intervalos de 6 h, durante 24 h, observou-se que a
nistatina foi a droga mais efetiva para o isolado CBS 7987, porém nenhuma alteracao
significante foi observada em relagdo ao isolado clinico 26A3, visto que nao houve
diferenga no crescimento do biofilme no periodo de 24 h, para as diferentes condi¢des
avaliadas (Figuras 8g - 8h).

Na avaliacdo dessas drogas testadas sobre biofilme amadurecido (aplicacdo da
droga no tempo 24h), observou-se que houve aumento no desenvolvimento do biofilme da
cepa CBS 7987 apds este periodo (48 h). Sob as mesmas condi¢des observou-se inibicao
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no desenvolvimento do biofilme formado pelo isolado clinico 26A3 de C. dubliniensis,
tanto para a nistatina como para o éleo essencial de C. sativum, ambos a 1Tmg/mL (Figura
8i - 8j).

Em relacdo a curva de crescimento planctonico de C. parapsilosis CBS 604 e do
isolado clinico 45M4, observou-se que o padrdo de crescimento foi semelhante até 24h,
porém, apds esse periodo, o isolado CBS 604 apresentou crescimento superior ao do
isolado clinico 45M4 (Figura 9a).

Quando avaliadas as curvas de crescimento do biofilme desses isolados de C.
parapsilosis, notou-se que houve um aumento do desenvolvimento do biofilme do isolado
clinico no tempo de 20h, porém no periodo de 30 a 48h o crescimento foi equivalente, o
que demonstra que o biofilme de ambas as cepas possuem o mesmo padrdao de
desenvolvimento ao final de 48h (Figura 9b). Adicionados os antimicrobianos nistatina
(Img/mL) e fluconazol (0,064mg/mL), e o O6leo essencial nas duas concentragdes
estudadas (MIC 0,125 mg/mL para CBS604 e 0,07 mg/mL para 45M4, e 1mg/mL), notou-
se que as drogas foram pouco efetivas quando comparadas as curvas padrao (Figura 9b)
de ambos os isolados de C. parapsilosis CBS 604 e 45M4(Figuras 9¢-9d).

Na avaliacdo do efeito das drogas sobre as células de C. parapsilosis na pré-
adeséo, observou-se que no tempo T, a aplicagdo das drogas nao foi eficaz para a cepa
padrao CBS 604, mas sim para o biofilme formado pelo isolado clinico 45M4, onde a
nistatina conseguiu inibir a pré-adesao (Figura 9e). Apds a reaplicacdo no tempo Ts, a
nistatina mostrou-se eficiente para a cepa CBS 604, porém ineficiente em relacdo ao
isolado clinico. Em ambos os casos tanto para a CBS 604 e isolado clinico 45M4, o 6leo
essencial de C. sativum foi menos eficiente quando comparado a nistatina (Figura 9f).

No ensaio de biofilme avaliado durante 24h para a cepa CBS 604, com aplicacao
das drogas a cada 6h, notou-se que o 0leo essencial de C. safivum apresentou efeito
intermediario entre o observado para a nistatina e para o controle. Para o isolado clinico
45M4, o efeito do dleo foi semelhante ao da nistatina (Figuras 9g-9h).

Para o experimento de biofilme amadurecido o padrao de crescimento celular foi
similar até 24h, tanto para a cepa CBS 604 como para o isolado clinico 45M4. A partir da
aplicacdo da droga no tempo 24 h, tanto o 6leo essencial quanto a nistatina apresentaram
capacidade inibitéria sobre ambas as cepas da espécie de C. parapsilosis (Figuras 9i -9j).

O padrao de crescimento plancténico de C. tropicalis CBS 94 e do isolado clinico
53M7 foi semelhante (Figura 10a). Ja o desenvolvimento do biofilme de ambas as cepas
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de C. tropicalis apresentou padrbes diferentes de crescimento durante o intervalo de
tempo de 0 a 48h, sendo que no periodo final (T 48h) o padrdao de crescimento foi
equivalente (Figura 10b).

Em relagdo a cinética de crescimento do biofilme de C. tropicalis CBS 94 na
presenga de nistatina, fluconazol e 6leo essencial de C. sativum (MIC 0,125mg/mL e
1mg/mL), pode-se observar que ndo houve um padrédo no desenvolvimento do biofilme,
porém no tempo de 48 h todas as drogas testadas apresentaram padrdo de eficacia
semelhante com efeito moderado (Figura 10c). O mesmo padrao de desenvolvimento foi
observado para o isolado clinico 53M7. Porém, a nistaina a 1mg/mL mostrou-se mais
efetivo quando comparado aos demais materiais testados (Figura 10d).

No ensaio de pré-adesao realizado com C. tropicalis, a nistatina mostrou-se eficaz,
impedindo parte da adesao celular de ambas as cepas estudadas (CBS 94 e 53M7) no
tempo Ty, assim como o 6leo essencial de C. sativum foi também capaz de inibir a pré-
adesao o que se tornou mais evidente apos reaplicagcdo no tempo T3, tanto para CBS 94
como para o isolado clinico 53M7. Isso confirma o observado anteriormente de que
somente com a reaplicagdo a intervalos regulares pdde-se notar o controle sobre a
adesdo celular. Um fato ndo explicado foi a observagdo de que a nistatina quando
reaplicada na pré-adesao da cepa CBS 94 ndo surtiu efeito na inibigdo do crescimento
celular quando comparado ao isolado clinico 53M7 (Figuras 10e— 10f).

Quando as drogas foram avaliadas sobre o desenvolvimento do biofime em
intervalos de 6h durante 24h observou-se que o 6leo essencial de C. sativum apresentou
inibicdo, porém o efeito da nistatina foi superior. Levando-se em conta a pequena
diferenca de absorbancia final entre as condigbes estudadas, podemos inferir que tanto o
6leo como a nistatina agiram de maneira semelhante sobre o desenvolvimento do biofilme
das cepas CBS94 e 53M7 (Figuras 10g-10h).

A aplicagédo no biofilme amadurecido (apds 24h) mostrou que o 6leo essencial de
C. sativum produziu um aumento na tendéncia de formagao do biofiime em ambas as
leveduras CBS 94 e 53M7. A nistatina apresentou inibicdo marcante apenas para o
isolado clinico 53M7 (Figuras 10i-10j).

A curva de crescimento plancténico de C. krusei 573 e do isolado clinico 56M3,
assim como a curva de crescimento do biofilme das mesmas leveduras apresentaram
padrdes de desenvolvimento semelhante entre eles, dentro de cada experimento (Figuras
11a-11b).
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Ao avaliar a cinética de crescimento do biofilme de C. krusei tanto para a cepa
CBS 573 como para o isolado clinico 56M3 na presenca de antifingicos e do 6leo
essencial de C. safivum durante 48h, notou-se de forma geral, que nao houve inibicao no
desenvolvimento do biofilme das leveduras (Figuras 11c -11d).

Analisando o efeito da nistatina e do 6leo essencial de C. sativum sobre a pré-
adesdo de C. krusei CBS 573 e do isolado clinico 56M3, observou-se que apds a
reaplicacdo no tempo T; houve diminuicdo da adesdo celular para todas as drogas
testadas, para ambas as leveduras. Porém, os melhores efeitos foram obtidos pela
nistatina e 6leo essencial de C. sativum quando aplicados simultaneamente no Ty € Tj
(Figuras 11e - 11f).

Avaliando o biofilme de 24h onde houve aplicagdo dos materiais estudados a cada
6h, notou-se que a nistatina foi a droga mais eficaz no controle do desenvolvimento do
biofilme de C. krusei, seguida do 6leo essencial (Figuras 11g — 11h). O mesmo efeito
pdde ser notado no biofilme amadurecido. Neste caso, o 6leo essencial apresentou ainda
consideravel agcdo sobre a desestruturacdo dos biofilmes de C. krusei, principalmente
para a cepa CBS 573 (11i — 11j).

Observou-se ao final de todos os ensaios de biofiimes de Candida spp.,
comportamentos diferenciados entre isolados clinicos e cepas padrdo, verificando-se
respostas diferentes das mesmas frente as substéncias antimicrobianas testadas, sejam
elas de origem sintética ou vegetal. Em geral, os isolados clinicos foram mais resistentes
que as cepas padrdo, uma vez que 0s mesmos estdo sujeitos a uma gama de
antimicrobianos na cavidade oral, que acabam por selecionar espécies mais resistentes.
Esta selecao pode ocorrer em consequéncia de uma mutacao génica, proveniente de uma
delecao no DNA do microrganismo, ou ainda através de recombinacao génica, na qual as
espécies menos reistentes acabam por incorporar em seu material genético, segmentos
de DNA de outros microrganismos que possuem o gene de resisténcia a determinado
antimicrobiano.

O fato das drogas antifingicas e do 6leo essencial de C. sativum terem
demonstrado acao similar sobre o biofilme, parece estar relacionado a acgao inibitéria dos
mesmos sobre as células planctbnicas, que foram impedidas de se agregarem ao
biofiime. A acdo exibida pelo éleo essencial de C. sativum mostrou que 0 mesmo

apresenta um grande potencial para uso como antimicrobiano no tratamento de
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candidoses, podendo ser administrados com o objetivo de impedir a aderéncia celular e
consequentemente a formag&o do biofilme.

Os biofilmes microbianos sdo notoriamente mais resistentes a uma grande
variedade de agentes antimicrobianos do que as células em suspensao, incluindo
antibiéticos, antisépticos e biocidas industriais (Donlan & Costerton, 2002). Em 1995 foi
demonstrado pela primeira vez que 0 mesmo acontece com os biofilmes formados por C.
albicans, num estudo onde o biofilme foi formado em discos de material polimérico
utilizado no fabrico de catéteres (Chandra, 2003). Nesse estudo, verificou-se que o0s
antifungicos utilizados sdo muito menos ativos contra os biofilmes de C. albicans, do que
contra as células em suspenséao, e que as concentragdes de antifiungico necessarias para
obter 50 % de inibicao de atividade metabdlica foram 5 a 8 vezes mais elevadas. Estudos
subsequentes demonstraram que o mesmo aconteceu para biofiimes de C. albicans
formados em superficies celulésicas (Baillie & Douglas 1998, Baillie & Douglas 2003), de
poliestireno (Ramage et al., 2001a, Ramage et al., 2001b), silicone (Chandra et al., 2001),
poliuretano (Lewis et al., 2002) e acrilico dentario (Chandra, 2003; Mah & O’Toole, 2004).

O estudo de Cardoso (2004) teve como objetivo avaliar o efeito da anfotericina B e
do fluconazol em células de C. albicans e de C. dubliniensis em suspensao e em biofilme,
crescidas em meio com saliva artificial e em RPMI.

Numa andlise geral aos resultados obtidos, o autor verificou que todas as cepas de
Candida que cresceram em suspensao apresentaram elevadas susceptibilidades aos dois
antifungicos utilizados e a gama de valores de MIC obtida esteve de acordo com o
definido pelo NCCLS, atual CLSI (MIC < 8ug/mL) para estes antifungicos (CLSI, 2002).
Comparando aos resultados obtidos com os biofilmes das cepas em estudo, nos dois
meios de cultura utilizados, o autor verificou que as mesmas apresentaram
susceptibilidades inferiores as suspensdes das mesmas cepas. Os valores de MIC de
fluconazol e anfotericina B dos biofilmes foram cerca de 25 e de 20 vezes superior aos
das suspensobes, respectivamente. A diminuicdo da susceptibilidade do biofilme foi
explicada pela ocorréncia de diversos mecanismos de resisténcia que ainda nao foram
totalmente compreendidos. O autor levantou véarias hipoteses sobre os mecanismos de
resisténcia dos biofilmes, uma das quais, referida por Douglas (2004), foi a diminui¢cdo da
taxa de crescimento das células, particularmente as situadas junto a superficie de adesao.
Uma baixa taxa de crescimento foi muitas vezes acompanhada de alteracbes na
composicao da superficie celular, que, pela expressao de genes de resisténcia, puderam
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afetar a susceptibilidade dos microrganismos aos agentes antimicrobianos (Donlan &
Costerton, 2002, Mah et al., 2004).

Douglas (2004) realizou estudos no sentido de investigar se a matriz formada
pelos biofiimes de C. albicans teria um papel fundamental na sua resisténcia aos
antifangicos. Nesses estudos, foram comparadas as susceptibilidades de biofilmes
crescidos em condigbes de agitacao (com maior formagao de matriz) e sem agitagdo (com
menor producdo de matriz) e nao se verificaram diferengas significativas na
susceptibilidade aos antifungicos, indicando que a matriz ndo estaria relacionada com a
diminuicdo da susceptibilidade em biofilmes. Por outro lado, estudos realizados em
biofilmes bacterianos também revelaram que o crescimento das células no biofilme é mais
lento do que numa cultura suspensa, e que este par&metro pode determinar a
susceptibilidade a antibiéticos (Baillie & Douglas, 2000).

Os resultados obtidos por Cardoso (2004) sugerem que a resisténcia dos biofilmes
formados por C. albicans e C. dubliniensis, tal como nos biofilmes bacterianos, é um
processo muito complexo, que inclui uma multiplicidade de fatores, ndo podendo ser
explicado por um simples mecanismo molecular. No seu habitat natural, as leveduras
estao associadas em biofilmes e sao nitidamente mais resistentes aos antifiingicos do que
as células em suspensao (planctonicas), o que em termos clinicos poderia ter sérias
implicagcdes. A maior parte das prescrigbes de antifungicos sdo feitas com base em
estudos realizados com células em suspensdo, sendo as quantidades de antifingico
prescritas, possivelmente inferiores as necessarias para eliminar biofilmes. Por outro lado,
€ necessario rever as normas do CLSI no sentido de contemplarem ensaios normalizados
para estudos com biofilmes.

Outros fatores, tais como a expressdo de genes de resisténcia no biofilme, ou
limitacbes difusionais impostas pela matriz polimérica poderiam explicar a maior
resisténcia dos biofilmes. Alguns autores consideram que as limitagbes difusionais a
penetragdo do antifungico através do biofilme, podem ser consideradas um mecanismo de
resisténcia. A passagem do antifungico através das diferentes camadas de células e da
matriz polimérica faz com que a concentragdo que atinge as células mais internas do
biofilme seja inferior (Donlan & Costerton 2002, Mah et al., 2004).

Os estudos sobre o impedimento da adesdo e consequentemente o
desenvolvimento e amadurecimento do biofilme necessitam ser ainda intensificados,
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visando uma maior compreensao dos mecanismos celulares, moleculares e de resisténcia
envolvidos no processo.

A andlise da composigao quimica do 6leo essencial de C. sativum através da
avaliacdo realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM) mostrou que este apresenta como compostos majoritarios, substancias volateis
derivadas de élcoois e aldeidos, como deceno, decanal, decenol, decenal, decanol,
dodecanal, dodecanol, tetradecenal, tetradecanol, tridecanol, hexenol, cicladecano. A
fracdo Fg.19, de melhor atividade, mostrou-se enriquecida em 3-hexen-1-ol (16,08%), 2-
hexen-1-ol (14,52%) e ciclodecano (44,16%) (Figura 17, Tabela 16). A atividade anti-C.
albicans desses compostos majoritarios presentes na fragao Fg.o foi confirmada através
de testes com compostos padrdes (Sigma-Aldrich®) frente & cepa CBS 562 e ao isolado
clinico 13A5. Os microrganismos foram escolhidos pelo fato de estarem entre os mais
prevalentes na cavidade bucal. Os dados estdo apresentados na Tabela 17.

Analisando os resultados da MIC obtidos para os compostos padrdes (Sigma-
Aldrich®) observou-se que todos apresentaram forte atividade de inibicdo contra C.
albicans (MIC até 0,5 mg/mL). Em relagdo a C. albicans CBS 562, o 6leo bruto de C.
sativum apresentou um valor de MIC inferior aos compostos ativos padrdes (Sigma-
Aldrich®), demonstrando, dessa maneira, que o crescimento flingico foi melhor controlado
pelo éleo essencial bruto do que pelos compostos padrdes isoladamente. Em relagdo ao
isolado clinico 13A5 notamos que o 6leo essencial bruto de C. sativum apresentou
capacidade de inibicao equivalente a do composto 3 trans hexen-1-ol (ambos com MIC
0,031mg/mL), inibicdo superior a dos compostos 2 cis- hexen-1-ol (MIC 0,063mg/mL) e 3
cis- hexen-1-ol (MIC 0,125 mg/mL) e finalmente inibic&o inferior a dos compostos 2 trans
hexen- 1 —ol( MIC 0,007 mg/mL) e ciclodecano (MIC 0,015 mg/mL).

Comparando-se a agéao inibitéria da Fragao g1 (MIC 0,015 mg/mL) de C. sativum
aos compostos ativos padrées (Sigma-Aldrich®), observa-se que a fracdo Fs 1 apresentou
valores de MIC inferiores para a cepa CBS 562 e, portanto, uma capacidade de inibicao
superior. Em relacao ao isolado clinico 13A5 verificamos que a Fracao g1 de C. sativum
se mostrou mais eficaz que todos os compostos padrdes (Sigma-Aldrich®) exceto para o 2
cis hexen-1-ol e 3 cis hexen-1-ol (Tabela 17).

A mistura de todos os compostos ativos padrées (Sigma-Aldrich®) presentes na
fracdo Fgi9 de C. sativum foi feita levando-se em conta as proporgdes relativas

encontradas no 6leo bruto através da analise por cromatografia gasosa. A mistura se
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apresentou mais eficaz na inibicao do crescimento das leveduras do que o 6leo bruto e do
que a propria fragao Fg.19, com valor de MIC de 0,0005mg/mL. Nota-se dessa maneira que
houve sinergismo entre os compostos presentes na mistura.

Segundo Kim et al. (2008), 6leos essenciais de C. sativum, Liquidambar orientalis
e Valeriana wallichii sdo constituidos de compostos volateis ricos em alcoois, aldeidos,
terpendides, e fendis. Os mesmos apresentam conjuntamente ou independentemente
propriedades biolégicas antifungicas, inseticidas e nematicidas.

Delaquis et al. (2002), demonstraram que os 6leos essenciais das sementes e
folhas de C. sativum foram efetivos contra Pseudomonas fragi, E. coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, S. cerevisiae e principalmente contra Listeria
monocytogenes, provavelmente pela presenca de uma longa cadeia carbbnica (C6 —
C10), e compostos volateis derivados de alcoois e aldeidos, identificados como linalol,
octanol, 1 —decanol, (Z) —3 -hexen—1-ol, (E) —2 —decen—-1—ol, decanal e (E) — 2 —
decenal, respectivamente. Também foi identificada a presenga de terpenos em grande
abundancia nos 6leos essenciais de C. sativum, E. dives e A. graveolens. O composto
encontrado em maior concentracdo foi o linalol (25,6%) e as fracdes obtidas a partir do
6leo essencial das sementes mostraram-se muito mais potentes que o préprio 6leo bruto.
A fragdo 1 mostrou ser uma mistura de alfa-pineno (89,4%) e camphona (8,50%), que
inibiu fortemente os microrganismos, particularmente a levedura. Inicialmente, os autores
relacionaram a forte atividade antimicrobiana a compostos fendlicos presentes nas
plantas, porém ao verificarem que varias fracdes eram deficientes nesses compostos,
concluiram que a forte atividade foi promovida pelas outras substancias presentes no éleo
essencial.

Esses dados, quando analisados em conjunto, demonstram que os componentes
quimicos presentes na planta variam em relagdo a parte testada, maturidade da planta,
variedade da mesma, regido geografica a qual a mesma foi cultivada e condigdes diversas
de processamento. Isso pode gerar compostos quantitativamente e qualitativamente
diferentes (Xu et al., 2003; Pino et al., 2002).

Em resumo, o sinergismo das moléculas presentes em fragbes de Oleos
essenciais revela a maior eficacia das mesmas, visto que as moléculas reunidas
potencializam a acdo das substancias ativas presentes nessa mistura. Isso mostra que
esses compostos podem vir a constituir um fitofarmaco com boa atividade antiflingica, o
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que é muito procurado pelas industrias farmacéuticas que visam um produto final a base
de plantas medicinais de grande eficiéncia.

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) utilizada para detecgao de possiveis
alteragdes morfoldgicas das leveduras ocasionadas pela drogas convencionais (fluconazol
e nistatina) e pelo 6leo e fragdo Fg.10 de C. sativum demonstrou que a estrutura celular de
todas as espécies sem adi¢cdo de drogas, se apresentou integra (Figuras 18a-19a-21a-
21a-22a), isto €, sem alteragbes morfologicas.

A adicao do fluconazol, da nistatina, do éleo essencial de C. sativum e da Fragao s.
10 (essa somente em C. albicans por ser a mais prevalente na cavidade oral) demonstrou
que as paredes celulares se modificaram, apresentando-se lesadas, murchas e com
presengca de pseudohifas disformes quando comparadas as estruturas integras
(Figuras18b-18g; 19b-19f; 20b-20f; 21b-21f e 22b-22f).

Esses resultados mostram que, de maneira geral, as drogas promoveram uma
desestruturacéo na forma da parede celular das células leveduriformes de Candida spp.
Nota-se ainda, que quando as drogas foram adicionadas as leveduras deixaram de se
apresentar na sua forma leveduriforme e adquiriram a forma vegetativa (pseudohifas).
Essa transformacdo é conhecida como polimorfismo €, geralmente ocorre quando as
espécies de Candida encontram um ambiente indspito para sobreviverem. Sendo assim,
podemos considera-lo como um mecanismo de resisténcia desenvolvido pelas mesmas
quando sdo agredidas. Isso demonstra que ao adicionarmos a nistatina, o fluconazol, o
6leo essencial bruto de C. sativum e a fragado Fg.1o ocorre uma resposta das leveduras a
presenga dos mesmos, determinando a susceptibilidade do biofilme dessas espécies de
leveduras frente as drogas vegetais e sintéticas testadas.

Sidrim & Moreira (1999) e Mota & Nobrega (2005) demonstraram
experimentalmente que o polimorfismo total da espécie de C. albicans ocorreu apenas em
soro fetal bovino puro incubado a 37 °C. Nesta condicdo ndo houve a ocorréncia de
células leveduriformes e sim uma alta semelhanga com a forma micelial. Em outras
condi¢des contendo soro fetal bovino foram observadas tanto a forma filamentosa como a
leveduriforme. Concluiram que os principais fatores de viruléncia e patogenicidade
conhecidos até 0 momento sdo a grande capacidade de aderéncia aos diversos tipos de
tecidos, conferida pelas adesinas, producédo de hifas e pseudo-hifas que auxiliam na
invasdo do tecido, producdo de toxinas e enzimas. Dessa forma, determinar quais
substratos induzem a formacao de pseudo-hifas e hifas verdadeiras nesse patégeno é de
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fundamental importincia para se compreender o processo infeccioso e assim, dar
subsidios para o desenvolvimento de possiveis profilaxias e tratamentos para as
infeccoes causadas pela C. albicans (Colombo & Guimaraes, 2003).

Pode-se considerar ainda, que os eventos de diferenciagdo celular sao induzidos
pelas mudancas na expressdao de genes que codificam fatores especificos, muitos dos
quais sdo necessarios para a viruléncia do microrganismo (Whiteway & Oberholzer,
2004). A via de transducgao de sinal pertencente a familia de proteinas Ras — proteina
cinase A (PKA) é importante no processo de regulacdo e diferenciagcdo tanto para a
formacéo de hifas quanto para a viruléncia de C. albicans durante o desenvolvimento da
infeccao (Lo et al., 1997).

Chandra et al. (2001) demonstraram em seu trabalho através de MIC e MEV que
o aumento da resisténcia de C. albicans aos antiflgicos testados ocorreu
simultaneamente ao aumento da atividade metabdlica e reforca que a resiténcia nao
ocorre simplesmente como reflexo da atividade metabdlica aumentada, mas coincide com
a maturagao do biofilme desenvolvida ao longo do tempo. Isso pode ser verificado através
da MEV com um aumento da massa formadora do biofilme através da distribuicdo das
células das leveduras e da maior formacao de matriz extracelular.

Mohammed et al. (2006) em pesquisa similar com biofilmes e resisténcia
microbiana mostrou utilizando MEV que o biofilme formado por C. albicans incubadas
estaticamente e sob agitacao sobre discos de catéteres, consistiu de uma densa rede de
leveduras, tubos germinativos, hifas e pseudohifas. Em contraste com C. albicans, C.
tropicalis sintetizou biofilmes com grandes quantidades de material extracelular e muitas
das células foram quase totalmente envolvidas pela matriz. Através da MEV observou-se
que os biofilmes de ambas as espécies de levedura apresentaram-se resistentes a
anfotericina B e que o desenvolvimento do biofilme foi similar ao controle sem adi¢do de
drogas.

Em resumo, as espécies de Candida exibem a capacidade de crescimento tanto
na forma de levedura como de micélio (tubo germinativo) em resposta aos diferentes
fatores ambientais que possam estar agredindo ou atrapalhando o desenvolvimento da
espécie. Isso demonstra que para a mesma sobreviver precisa langar mao de recursos
para sua sobrevivéncia enquanto espécie e, portanto, passa a expressar a sua forma
mais resistente. Essa transicao de levedura para micélio deve estar relacionada com a
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patogenicidade deste microrganismo, passando, entdo, a ser considerada como um
importante fator de viruléncia (Cutler, 1991).

A natureza produz a maioria das substancias organicas conhecidas, entretanto, é
o reino vegetal que contribui de forma mais significativa para o fornecimento de
substancias Uteis para o tratamento de doengas que acometem os seres humanos. A
fantastica variedade e complexidade de metabdlitos especiais biossintetizados pelas
plantas teriam se formado e evoluido como mecanismo de defesa desses vegetais contra
condi¢gdes ambientais ricas em microrganismos, insetos, animais e também as condi¢des
de adaptacéao e regulacao (Reinbothe et al.,1990).

Com o intuito de se buscar novas fontes de medicamentos no reino vegetal, e
para tanto, utilizando-se de técnicas quantitativa como MIC e qualitativa como MEV,
verificou-se no presente trabalho que os 6leos essenciais e os extratos vegetais testados,
apresentaram de moderada a forte atividade contra células plancténicas e biofilmes de
Candida spp., com maior énfase ao 6leo essencial de C. sativum e suas fragdes, cuja
atividade antimicrobiana foi superior entre as plantas medicinais estudadas.

Buscando-se ampliar o conhecimento sobre o uso de plantas como agentes
antimicrobianos, estudos complementares de biodisponibilidade e de toxicidade seletiva
necessitam ser realizados para que as substancias ativas presentes em 6leos e extratos
vegetais possam vir a ser utilizadas em agentes antifingicos garantindo seguranca e
eficacia. Nesse sentido o problema advindo da resisténcia antimicrobiana pode ser
atenuado e, além disso, a utilizagdo desses produtos naturais economicamente mais
vidveis mostra-se como uma alternativa que contribui para um melhor acesso da
populacdo aos cuidados basicos no tratamento de infecgdes.

Pesquisas futuras deverdo levar em conta esses fatores multiplos e complexos,
cujos conhecimentos adquiridos poderdo viabilizar o emprego de recursos naturais no
tratamento de diversas patologias, no mesmo patamar que as substancias normalmente

empregadas na medicina convencional.
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7 Conclusé&o

Os dados obtidos na presente pesquisa, permitem concluir que:

1-

De todas as plantas medicinais avaliadas, o éleo essencial de C. sativum é a
melhor substancia vegetal testada inibindo todas as amostras de Candida spp.
com capacidade de inibicdo antifingica considerada forte (MIC de até 0,5mg/mL).

A fracdo de melhor atividade antifingica isolada do 6leo de C. sativum é a do
agrupamento Fg.19. Os compostos ativos dessa fracdo apresentam forte atividade
inibitéria contra a espécie de C. albicans (MIC de até 0,5mg/mL). A mistura de
todos o0s seus componentes ativos é a mais eficaz na inibicao do crescimento das
leveduras testadas. Notamos dessa maneira que a eficicia da Fracao g1 do 6leo
essencial de C. sativum esta presente no sinergismo existente entre as moléculas.

Substancias volateis derivadas de alcoois e aldeidos como: 3-hexen-1ol; 2-hexen-
1 ol e ciclodecano estédo presentes na Fg o de C. sativum, reconhecidas pela agao
antimicrobiana contra os biofilmes e as células planctonicas de Candida spp.

Os antifingicos convencionais (fluconazol e nistatina), assim como o éleo
essencial e a fragcdo Fgq9 de C. sativum inibem as células planctonicas (pré-
adesdo) de Candida spp. impedindo-as de se agragarem ao biofiime. A
reaplicacdo do dleo essencial de C.sativum e nistatina promove um desarranjo na

estrutura do biofilme.

Tanto o 6leo essencial de C. sativum, a fracdo Fgqy, assim como as drogas
convencionais fluconazol e nistatina, promovem uma desestruturagdo na
morfologia celular das espécies de Candida, detectando-se a presenca de

polimorfismo entre as células leveduriformes.
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ANEXO I. Composi¢ao dos meios de cultura utilizados nos testes.

Meios de cultura

Meio Completo para levedura

Peptona 109
Extrato de levedura 10 g
Fosfato dibasico de potassio 0,59
Glicose 20¢g
Agar bacteriolégico 20 g
Agua destilada g.s.p 1000 mL

Autoclavar por 15 minutos a 121°C

Yest Peptone Dextrose (YPD)

Extrato de levedura 109
Peptona 109
Glicose 20¢g
Agua destilada g.s.p 1000 mL

Autoclavar por 15 minutos a 121°C
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Yest Peptone Dextrose com glicerol a 15%(YPD- glicerol)

Yest Peptone Dextrose
Glicerol

Autoclavar por 15 minutos a 121°C

700 mL

300 mL

RPMI-1640 (meio para teste de susceptibilidade aos antifungicos)

L-glutamina

glicose

Agua destilada

Acido morfolinopropanosulfénico
Auséncia de bicarbonato de sédio

Esterilizado por filtragao em filtro bioldgico

Agar Sabouraud Dextrose
Peptona

Glucose

Agar bacterioldgico

Agua destilada

Autoclavar por 15 minutos a 121°C

46,5 ¢
20 g
1000 mL

0,165 M

10 g

15¢

1000 mL
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ANEXO II: Imagens das plantas medicinais estudadas no presente trabalho

Allium tuberosum Coriandrum sativum

i fonte :http://upload.wikimedia.org
fonte: http://www.chipchaseplants.co

Cymbopogon martinii Cymbopogon winterianus

fonte : http://www.handmadenaturals.co Fonte: http://www.jardimdeflores.com.br
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Santolina chamaecyparissus

Fonte: http://www.habitas.org.uk
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ANEXO Ill — Comité de Etica em pesquisa aprovado pela Faculdade de Odontoloia de

Piracicaba — UNICAMP (# 008/2003).
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ANEXO IV: Esquema da metodologia para a extracao dos éleos essenciais

Preparo de Oleos

Essenciais

Material vegetal

Fase organica &+

Fase aquosa

Concentracao

4 mg/mL
(H20, Tween 80 0,1%) _

140

H.O

destilada

Secagem em P
rotaevaporador 1 ;’

fase aquosa
+
Diclorometano

Evaporacao do solvente

Fase organica
+

Peso

- secagem com sulfato

anidro de sddio
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ANEXO IV: Esquema da metodologia para a extracao dos extratos Vegetais

Preparo de
Extratos Veaelais

T Y

\,
Material vegetal .
9 Diclol
Material . .ﬁ
vegetal Hexa b ‘
" Cg i o,
\‘-L g fi
Bomba de

: Vacuo

s W

Secagem em
taevaporador
Concentracao
4 mg/mL
(H20, Tween 80
0,1%) - Peso - Extrato bruto seco
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