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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade in vitro dos 6leos essenciais de
Eucalyptus citriodora Hooker, Eucalyptus globulus Labill, Eugenia caryophyllus
Sprengel, Melaleuca alternifolia Chell e Thymus vulgaris Linneaus sobre C. albicans.
Em doses subinibitorias avaliar a formacgéo de tubo germinativo e clamidoconideo, a
producdo de exoenzimas proteinase e fosfolipase e a producdo de franjas. Foram
utilizadaos 16 isolados e duas cepas padrao de C. albicans. ATCC (60193 e 900028)
Para a avaliagdo da atividade antifangica e obtencdo da concentracdo fungicida
minima (CFM) utilizou-se a técnica de microdiluicdo em caldo, em meio RPMI 1640,
com Tween-20 a 0,02%. E a confirmacgao da inibicdo em Agar Sabouraud dextrose, a
37°C por 24 hs. Para a avaliacdo da sensibilidade ao fluconazole e voriconazol foi
utilizado o teste comercial Etest®. Todos 0s 6leos esseciais apresentaram atividade
inibitéria sobre C. albicans. Para cada 6leo essencial foram encontrados os seguintes
resultados de CFM50 e CFM90: E. citriodora CFM50 de 87,89ug/mL e CFM90 de
175,78ug/m; E. globulus CFM50 de 703,12pug/mL e CFM90 de 5625ug/mL; E.
caryophyllus CFM50 de 175,78ug/mL e CFM90 de 703,12ug/mL; M. alternifolia
CFM50 de 1406,50pug/mL e CFM90 de 2812,50ug/mL; T. vulgaris CFM50 de 87,89 a
175,78ug/mL e CFM90 de 351,56pug/mL. A CIM50 para fluconazol foi de 0,125ug/mL
e CFM90 de 0,5ug/mL e para voriconazol foi CIM50 de 0,012 e CFM90 de
0,016pg/mL. Com excessado do 6leo essencial de M. alternifolia, os 6leos essenciais
gue alteraram a producéo do tubo germinativo e clamidoconidios também alteraram a
producao de franjas.Todos os 0leos essenciais alteraram a producéo das exoenzimas
proteinase e fosfolipase de C.albicans. Pelo exposto e nas condi¢cdes desse estudo
conclui-se que os Oleos essenciais de E. citriodora e T. vulgaris, apresentaram
atividade fungicida com as menores concentracdes inibitérias em relacdo aos 6leos

essenciais de, E. globulus E. caryophyllus e M. alternifoia sobre C.albicans.

Palavras-chave: Candida albicans, 6leos volateis, teste de sensibilidade

microbiana



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the in vitro activity of essential oils of
Eucalyptus citriodora Hooker, Eucalyptus globulus Labill, Eugenia caryophyllus
Sprengel, Melaleuca alternifolia Chell and Thymus vulgaris Linneaus on C. albicans.
In subinibitory, doses evaluate the germ tube and clamidoconideo formation and the
production of protease, phospholipase, and exoenzyme production fringes. 16 isolates
and two standard strains ATCC (60193 and 900028) of C. albicans were utilized. For
the evaluation of the antifungal activity and obtaining the minimum fungicidal
concentration (MFC) was used the technique of microdilution in RPMI 1640 with
Tween-20 0.02%. In addition, the confirmation of inhibition in Sabouraud dextrose agar
at 37 ° C for 24 hours. For the assessment of sensitivity to fluconazole and
voriconazole Etest®, the commercial test was used. All esseciais oils showed inhibitory
activity against C. albicans. For each essential oil the following results were found
CFM50 and CFM90, CFM50 of E. citriodora 87,89ug/mL and CFM90 175.78 pg/mL;
E. globulus CFM50 703,12pg/ml and CFM90 5625ug/m; E. caryophyllus CFM50
175,78ug/ml and CFM90 703,12ug/ml; M. alternifolia CFM50 1406,50ug/ml and
CFM90 2812,50ug/ml and T. vulgaris CFM50 87,89 ug/ml and CFM90 351,56ug/mil;.
The MIC50 for fluconazole was 0,125ug/mL and CFM90 of 0.5mg/mL and voriconazole
MIC50 was 0.012 and the CFM90 0,016ug/mL. With the exception of M. alternifolia
essential oil, all essential oils have altered the production of germ tube and
chlamydospore and altered the production fringes. All altered the production of
proteinase and phospholipase exoenzyme of C. albicans. For these reasons and under
the conditions of this study it is concluded that the essential oils of E. citriodora and T.
vulgaris showed fungicidal activity with the lowest inhibitory concentrations from the

essential oils of E. globulus and E. caryophyllus M. alternifoia on C .albicans

Keywords: Candida albicans, volatile oils, microbial sensitivity test
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INTRODUCAO



1.1 Candida albicans

O género Candida é classificado como fungo imperfeito na divisdo
Deuteroromycotina, classe Blastomycetes, ordem Cryptococcales e familia
Cryptococcaceae. Caracteriza-se por ser unicelular, eucariota, heterotréfica, tendo
como substancia de reserva o glicogénio e reproducdo por brotamento unipolar.
Algumas espécies tém a propriedade de formar estruturas filamentosas como hifas e
pseudohifas, sendo esta caracteristica um obstaculo a fagocitose, principal
mecanismo de defesa frente a esta levedura (Kurtzman e Fell, 2011; Lacaz et al.,
2002; Orsonio et al, 2012).

Na maioria dos pacientes, a infeccdo por leveduras desse género é
decorrente principalmente do reservatério enddégeno, tais como a mucosa bucal,
vaginal, esofagica e gastrointestinal (Sidrim e Rocha, 2004; Menezes e Monteiro,
2006; Wingeter et al, 2007).

Entre as manifestacdes clinicas mais comuns tém-se infec¢des superficiais,
limitadas ao tecido mucoso e/ou cutaneo, com quadros clinicos como as mucosites,
vaginites esofagites, onicomicoses, etc. Pode ainda disseminar-se pelo sangue e
sistema linfatico, alcancando sitios, como corac¢ao, sistema nervoso central, figado e
pulmdes (Giolo e Svidzinski, 2010; Araujo et al, 2012).

Apesar de Candida albicans ter sido a principal espécie e a mais isolada, nos
ultimos anos houve um aumento do nimero de infec¢des invasivas por espécies ndo
albicans, como Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
guilliermondii, Candida parapsilosis, entre outras (Gudlaugsson, 2003; Ruiz et al.,
2005; Giolo e Svidzinski, 2010; Pupulin et al, 2014).

O género Candida possui fatores de viruléncia como, capacidade de
adesdo e a producédo de exoenzimas. Outras propriedades dessa levedura no
processo patogénico € a formacdo de hifas e pseudohifas, como mecanismo de
escape a fagocitose (Samaranayake, 1990; Gacser et al, 2007). O progresso da
infeccao esta relacionado a uma combinacgéo de fatores como, a viruléncia da cepa e
desordens imunoldgicas do hospedeiro (Furlamento-Maia et al, 2008; Grubb et al.,
2009; Rorig e Colacite, 2009; Pupulin, 2014).
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A adesédo é um pré-requisito para a transformacédo da levedura de sapréfita a
patogénica. C. albicans, como muitos microrganismos patogénicos, possuem enzimas
hidroliticas que destroem, alteram ou prejudicam a integridade da membrana celular
do hospedeiro, levando a uma disfuncédo ou interrupcéo das atividades, uma vez que
as membranas contém lipideos e proteinas, constituindo-se em alvo do ataque
enzimatico (Pires, 2001; Kumar et al, 2006; Pupulin, 2014).

Alguns pesquisadores demonstraram que proteases acidas produzidas por
leveduras do género Candida podem estar envolvidas no processo de invasao
tecidual, bem como associadas com a adeséao (Grubb, 2009; Rorig et al, 2009).

A producao de exoenzimas reflete o grau de patogenicidade de C. albicans. A
exoenzima fosfolipase atua na hidrolise dos fosfolipidios dando origem a
lisofosfolipidios, que causam dano a célula epitelial. A exoenzima proteinase € capaz
de degradar varios substratos, tais como queratina, coladgeno, albumina, fibronectina,
hemoglobina e proteinas da matriz extracelular (Ombrella et al., 2008). Foram
identificados outros componentes da parede celular de C. albicans com atividade
mediadora da adesdo ao endotélio, como proteinas semelhantes a integrina e
mananas (Hostetter, 1994; Netea et al, 2008).

A morfotipagem baseia-se nas diferengas de producéo, tamanho e textura de
franjas marginais e da superficie das coldnias, obtidas pela semeadura de isolados no
meio agar extrato de malte, obtendo um codigo com 4 digitos (Phonpaichit et al.,
(1987), modificado por Hunter et al., 1989). Estes autores encontraram um indice de
reprodutibilidade de 84% para os isolados idénticos e de 96% para o morfotipo que
diferia em um character. Hunter et al., (1989), sugerem que este sistema possa
correlacionar um morfotipo distinto com a capacidade de viruléncia, onde franjas
descontinuas estéo presentes geralmente em isolados de infec¢des sistémicas fatais.

C. albicans é um importante patdgeno nosocomial estando associadas a quase
80% dessas infec¢des fungica, sendo importante causa de fungemia (Almirante et al.,
2005; Zeichnner e Pappas, 2006; Araujo et al, 2012). Outras espécies desse género
sdo Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida
stellatoidea e Candida tropicalis. (Sidrim e Moreira, 2004; Hinrichsen, 2009; Macedo,
2009; Rorig et al, 2009; Giolo e Svidzinski, 2010). Candidemia é a quarta causa
mais comum de infeccdo em hospitais terciarios e esta ocorréncia tem sido associada
a longa permanéncia dos pacientes no hospital e a alta mortalidade (Edmond, 1999;

Barberino, 2006). No Brasil, as principais espécies agentes de candidemia séo C.
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albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis (Colombo et al, 2011). Diferente dos Estados
Unidos da América (EUA), onde a emergéncia de espécies nao-albicans parece
associada a pressdo seletiva do uso de fluconazol. No Brasil, as espécies néo-
albicans mais prevalentes séo sensiveis a este farmaco (Rex e Sobel; 2001; Colombo
etal, 2011).

1.2 Antifungicos sintéticos

Uma grande quantidade de farmacos obtida da sintese orgéanica tem sido
utilizada no tratamento de infec¢gBes fungicas. Os antisépticos como tintura de iodo,
violeta de genciana, acido salicilico e benzbico, derivados sulfamidicos, quinonas e
antifingicos poliénicos como a nistatina e anfotericina tém sido amplamente utilizados
nesta terapia (Cury et al., 1977; Nassis et al., 1989; Nascimento, 2007). Além dos
azois (cetoconazol, econazol, sulconazol, miconazol, clotrimazol, feuconazol,
voriconazol), alilaminas (naftina, terbinafina), hidroxipiridona, morfolina, compostos de
selenium e anfotericina B lipossémal (Recio et al., 1989; Crissey et al., 1995;
Nascimento, 2007). Nas Ultimas décadas, as substancias antimicrobianas
representam um dos principais avancos da farmacoterapia (Gazim, 2008; Abrantes,
2013).

Apesar das industrias farmacéuticas terem produzido uma grande
variedade de diferentes antibiéticos, cada vez mais tem sido observado um aumento
de microrganismos resistentes aos antimicrobianos disponiveis no mercado,
incentivando a procura por novas fontes de substancias com esta atividade. Além
disso, a alta incidéncia de infeccbes, principalmente em individuos
imunocomprometidos, aumenta a importancia de se encontrar compostos terapéuticos
alternativos (Prashar, 2003; Gazim, 2008; Pupulin, 2014).

As infec¢Bes fungicas sdo de dificil tratamento e seus agentes etioldgicos
tém mostrado resisténcia a acado de antifungicos (Araujo et al.,, 2004). Diversos
estudos tém indicado a resisténcia da C. albicans aos azo6is (Dupont, 1996; Hinrichsen,
2009) além da hepatotoxicidade e nefrotoxicidade ligados a utilizacdo de polienos,
notadamente a anfotericina B (Kauffman e Carver, 1997; Nascimento, 2007). Para

evitar estes problemas, a procura por novos produtos eficientes e com baixa toxicidade
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€ necesséria (Edwards e Filler, 1992; Graybill, 1992; Nascimento et al., 2007; Grubb
et al., 2009).

1.3 Antifangicos naturais

Para Sallé (1996), a maior parte dos medicamentos sintéticos tém sua origem
nos componentes ativos das plantas.

O estudo inicia-se a partir de uma revisado etnofarmacoldgica, identificando as
espécies mais utilizadas pela populacdo, as quais apresentam atividade antifingica;
assim, varios extratos de plantas, tinturas 6leos essenciais e produtos opoterapicos
tem sido testados sobre leveduras, principalmente do género Candida (Araujo et al.,
2004; Carvalho, 2004; Polachini, 2004; Silva, 2004, Oliveira, 2005; Duarte, 2006, Lima
et al., 2006; Abrahao, 2007; Oliveira, et al., 2007; Silva, 2007 e Costa et al., 2009)

As plantas possuem composicfes quimicas complexas, envolvendo centenas
de compostos em pequenas concentracdes. Essa complexidade faz com que tenham
aplicacdo em diversas doencas, e nem sempre umas estdo relacionadas com as
outras; podendo uma planta servir para mais de uma enfermidade quando aplicada
como fitoterapico (Polachini, 2004).

Ferreira (1998), relata ser muito comum que o extrato de uma planta medicinal
seja uma mistura de substancias. A separacao em substancias isoladas pode levar a
perda do efeito farmacol6gico esperado.

A literatura ha tempo relata a atividade antimicrobiana de extratos naturais,
extraidos das mais diversas fontes, tais como: prépolis, propolis verde, cha verde
(Camellia sinensis), cacau (Theobroma cacao), tomilho (Thymus vulgaris), mamona
(Ricinnus communis), bardana (Arctium lappa), 6leos essenciais de salvia (Salvia
officinalis) e capim-limado (Cymbopogon citratus), entre outros, sobre diferentes
microrganismos (Leonardo et al., 2001; Pereira et al., 2004; Polachini, 2004; Lu et al.,
2005; Navas et al., 2006; Abrahdo, 2007; Oliveira, 2007; Carreto et al, 2007; Silva,
2007).

Em relacdo aos fungos. Weckesser et al. (2007) avaliaram extratos de
diferentes plantas, incluindo Salvia officinalis, assim, como Pessini et al. (2003)

avaliaram treze extratos vegetais usados freqientemente na medicina popular para o
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tratamento de doencas infecciosas. Entre eles, o de Eugenia uniflora (pitanga) inibiu
o desenvolvimento de algumas cepas de fungos. Carlini et al. (1986), Minami et al.
(2004) e Wannissorn et al. (2005) mostraram a atividade antifingica, dos
componentes do Cymbopogon citratus (capim-limao).

Carreto et al (2007) observaram que o extrato hidroalcodlico de Mentha
piperita (hortela-pimenta) apresentou atividade fungistatica e fungicida para cepas de
C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata. Navas et al., (2006) observaram que o cha de
Thymus vulgaris (10%) foi efetivo em inibir a aderéncia de C. albicans a superficie da
resina acrilica.

Um estudo de Oliveira et al., (2006) mostrou a importancia e o potencial de
extrato de prépolis no tratamento da onicomicose, com uma significativa atividade
fungistética in vitro. Nesse trabalho, observou-se que as espécies C. albicans e C.
parapsilosis, duas das mais freqlentemente isoladas de onicomicose, foram

localizadas em uma posicao intermediaria no espectro de sensibilidade.

1.4 Oleos Essenciais

A denominacéo de 6leo essencial refere-se a um complexo de substancias
naturais, extraidas de diversas partes de plantas por meio de destilacdo por arraste
com vapor d’agua, e os obtidos por expressao de pericarpos citricos. Sao constituidos
de numerosos compostos volateis, com tensdes de vapor elevadas, odoriferos,
insollveis em agua, porém, soliveis em alcool e em varios solventes imisciveis na
agua (Simdes, 2005).

Os Oleos essenciais constituem um dos mais importantes grupos de
substancias para as industrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos.
Constituidos principalmente por substancias de baixo peso molecular que sdo os
monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides, ésteres, alcoodis, aldeidos e
cetonas, normalmente sao utilizados in natura, pois suas propriedades estéo
associadas a varios componentes que formam cada 6leo em particular.

A principal caracteristica € a volatilidade, diferindo dos 6leos fixos, misturas
de substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes. Esta associada a varias

funcBes necessarias a sobrevivéncia do organismo vegetal em um ecossistema,
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exercendo o papel fundamental na defesa contra microrganismos e predadores, como
também na atracdo de insetos e outros agentes polinizadores (Craveiro e Queiroz,
1993; Vitti e Brito, 2003; Magalhaes, 2009).

As estruturas secretoras tém se mostrado relevante para o conhecimento da
anatomia vegetal, da natureza quimica do exsudato e do papel que desempenham no
corpo do vegetal. De acordo com a familia a que pertencem as diversas espécies de
plantas acumulam essas substancias volateis em érgéos vegetais especificos: folha,
flor, fruto, semente, caule, etc (Gazim et al., 2008).

A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais tem sido objeto de diversas
pesquisas. Estes constituem os elementos volateis contidos em muitos vegetais e
relacionados com diversas fun¢des, como a defesa da planta contra microrganismos
(Siqueira et al., 2000). Relata-se que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem
propriedades antifingicas (Gazim et al., 2008).

O efeito antifingico de Oleos essenciais de muitas plantas aromaticas, a
exemplo do tomilho (Thymus vulgaris) e do orégano (Origanum vulgaris), tem sido
descrito em varios estudos (Knoblock et al., 1989; Arras e Usai, 2001). Atividade frente
ao género Candida também esta bem estabelecida. (Nenoff et al., 1996; Suresh et al.,
1997). Além disso, o Oleo essencial de M. piperita exibiu atividade inibitéria sobre
48,75% das 80 cepas de Candida testadas (Carreto et al, 2007).

Hammer et al. (2000) mostraram que o Oleo essencial de Melaleuca
alternifolia (“tea tree”) foi capaz de inibir a formacao de tubos germinativos por C.
albicans. Esse estudo mostrou que produtos naturais podem ter acdo sobre
importantes fatores de viruléncia de C. albicans, como a capacidade de adesédo a
resina e producao de tubos germinativos.

Porter e Wilkins, (1999) relataram que a atividade antifangica,
especialmente contra o género Candida dos 6leos essenciais ricos em isomeros de
cadineno sao reconhecidas em varios trabalhos. Silva et al. (2008) observaram
inibicio do crescimento das hifas e pseudohifas de C. albicans do Oleo de
Cymbopogon citratus sugerindo como um produto potencial para o tratamento da
candidiase cutanea.

Chami et al. (2004) estudou o carvacrol, o principal componente fendélico de
0leos de Thymus vulgaris e de Origanum vulgaris, e eugenol, do 6leo de cravo

(Dianthus caryophyllus), em modelos animais, como resultado, obteve-se uma cura
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microbioldgica significativa, e um espectro de acdo melhor na candidiase lingual ao
comparado com a administracdo de nistatina.

Métodos de investigacdo in vitro com Oleos essenciais tém sido
desenvolvidos para que produzam resultados confidveis e possam ser reproduzidos e
validados. Contudo, essa tarefa tem sido dificultada pelas peculiaridades que os 6leos
apresentam, quais sejam: volatilidade, insolubilidade em agua e complexidade,
caracteristicas que interferem significativamente nos resultados. Por isso, em testes
de sensibilidade microbiana, deve-se levar em consideracdo a técnica utilizada, o
meio de cultura, o(s) microrganismo(s) e o 6leo essencial testado (Nascimento et al.,
2007).

1.4.1 Espécies vegetais dos 6leos essenciais estudados

1.4.1.1 Eucalyptus citriodora Hooker

Eucalyptus citriodora Hooker, pertencente a Familia Myrtaceae, ocorre
principalmente no norte e no sul de Queensland, na Australia, em altitudes que variam
de 50 a 1000 m e de 70 a 400 m de altitude, respectivamente. E. citriodora (Figura 1
A e B) é uma arvore de porte médio. As arvores originarias do norte possue casca
rosada e as do sul apresentam manchas em sua casca e a copa espalhada. Crescem
em varios tipos de solo, em florestas abertas com outras espécies, mas é facilmente
diferenciada pelo forte cheiro de citronela de suas folhas. No Brasil, E. citriodora foi
introduzido com outras espécies de eucalipto, com o objetivo inicial de producédo da
madeira. Além das aplicacdes na industria de moveis e constru¢do, no pais,
atualmente, o eucalipto € o mais cultivado para producéo de 6leo essencial. (Vitti e
Brito, 2003).

Na composicao do Oleo do E. citriodora encontra-se citronelal, geraniol, cineol,
isopulegol, pinenol e sesquiterpenos.Citronelal entra na composicdo de produtos
como aromatizantes, sabonetes, cremes dentais, detergentes, balas, perfumes,
desodorantes, desinfetantes, ceras, saches, inseticidas, etc (Andrade e Gomes,
2000).

O citronelal é indicado no tratamento de casos de infec¢cdes pulmonares,
principalmente a tuberculose entre outras doencas respiratorias (Duarte, 2007).

Também é utilizado como antifingico, antiinflamatério nas infecgbes geniturinarias,
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herpes zoster como antivirus e antialergénico, reumatismos, artrites cervicais, dorsais

€ reumaticas.

Fonte: http://www.desert-tropicals.com/Plants/Myrtaceae/Eucalyptus_citriodora.html

Figura 1 A e B. Eucalyptus citriodora — A: habito arbdreo; B:detalhe das folhas.

1.4.1.2 Eucalyptus globulus Labill

Eucalyptus globulus Labill., pertencente a familia Myrtaceae, E. globulus
(Figura 2 A e B) é uma arvore nativa da Australia, onde apds a colonizac&o europeia,
se espalhou por quase todas as regifes tropicais e subtropicais do globo. Possui
folhas alternadas, grandes, brancas e vistosas, e seu fruto € do tipo capsular. Foi a
primeira espécie de eucalipto introduzida no Brasil, visando a producdo de madeira
(Vitti e Brito, 2003).

O inicio da extracdo de Oleo ocorreu durante a Segunda Guerra Mundial,
devido as dificuldades de importacdo deste tipo de Oleo. Por ser explorado em
pequena escala, uma vez que esta espécie esta mais adaptada a climas frios, o 6leo
produzido no Brasil sofre grande concorréncia com o importado da China. O
rendimento em Oleo essencial no Brasil varia de 1,6 a 2%, com teor de cineol de 70 a
80% (Vitti e Brito, 2003; Rocha e Santos, 2007).

No Brasil, é popularmente conhecido como: arvore — da - febre, gomeiro - azul,

23


http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://m1.ikiwq.com/img/xl/MJ1Duk1aD2CpRV1fEAhvBa.jpg&imgrefurl=http://www.qwiki.com/q/?_escaped_fragment_=/Corymbia_citriodora&usg=__hg8eXJ2qzo5tgF5Woaq7jSqGmXI=&h=428&w=280&sz=35&hl=pt-BR&start=4&zoom=1&tbnid=D1QTLkW82oiCTM:&tbnh=126&tbnw=82&ei=MKMnTsavPOPm0QGFmejhCg&prev=/search?q=Eucalyptus+citriodora&hl=pt-BR&biw=1131&bih=705&gbv=2&tbm=isch&itbs=1

comeiro — azul, eucalipto, mogno — branco, eucalipto — liméo. O eucalipto € uma planta
com grande importancia, tanto do ponto de vista econémico, quanto medicinal (Cunha
et al., 2003).

Apesar das folhas de todas espécies de Eucalyptus terem propriedades
idénticas, as do E. globulus possuem a preferéncia no uso medicinal. S&o ricas em
tanino, onde se extrai do 6leo essencial o 1,8 — cineol (ou eucaliptol), destinado a
fabricacdo de produtos farmacéuticos, como inalantes e mucoliticos, assim como
produtos de higiene bucal e para dar sabor e aromatizar medicamentos (Vitti e Brito,
2003). Altas doses de Oleos essenciais podem provocar, em geral, nefrites e
hematulrias. Somente a espécie de E. globulus pode ser utilizada internamente.
Podem estar incluidos em formas farmacéuticas tais como: elixires, xaropes e lo¢coes
peitorais, para combater afeccbes das vias respiratérias (garganta, brénquios,
pulm&es sinusites e rinites alérgicas), afeccfes gastro-hepética e da bexiga, bem
como nas nevralgias e reumatismos; como anti-séptico, em lesdes dérmicas, Ulceras
e outras enfermidades cutaneas produzidadas por virus e bactérias; como
desinfetante (Zoghbi et al., 2001; Akolade et al, 2012).

Como protetor e fortalecedor da musculatura, ainda € pouco compreendido. O
Oleo de eucalipto é tdnico e imunomodulador, ideal para a manipulagéo de produtos
relacionados a recuperacdo muscular e pratica esportiva, utilizado em forma de gel,
xampu, 6leo de massagem, éleo para banho, spray ambiente e antifingico (Zoghbi et
al., 2001; Rocha e Santos, 2007; Akolade et al, 2012).

Durante o verdo, as arvores de eucalipto podem aparecer envoltas por uma
névoa azul, provocada pelo 6leo essencial que evapora de suas folhas, liberando
moléculas com propriedade anti-sépticas, as quais podem ajudar a proteger contra as
pragas. A expressao “as florestas azuis da Australia” originam-se deste fendmeno
(Price, 1999).
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Fonte: http://www.homeopathyandmore.com

Figura 2 A e B. Eucalyptus globulus - A: habito arbéreo; B: detalhe das folhas.

1.4.1.3 Eugenia caryophyllus Sprengel

Eugenia caryophyllus Sprengel., pertence a Familia Myrtaceae, originaria da
india e cultivada em lugares de clima quente e Gmido. A arvore de E. caryophyllus
(Figura 3 A, B e C) pode atingir de 15 a 20 metros de altura e produz botées aromaticos
conhecidos na culinaria como cravo-da-india. No Brasil, é cultivada desde S&o Paulo
até a Bahia (Rodrigues, 2001). Os botdes florais sédo secos a sombra e submetidos a
extracdo do Oleo essencial, ou usado apenas como especiaria na culinaria (Mendes
et al, 2012).

O rendimento em Oleo, na destilagdo por arraste a vapor, € em torno de 16 a
18%. O 6leo essencial de cravo-da-india localiza-se, em maior quantidade, nos botdes
florais e nas folhas (6,6%), sendo rico em eugenol (85%). O eugenol € um dos
constituintes do 6leo essencial de E. caryophyllus, utilizado como analgésico,
germicida, antisséptico e anestésico local, de uso topico em odontologia (Rodrigues,
2001; Amiri et al, 2008).

O Oleo essencial de E. caryophyllus pode apresentar outros compostos como
cariofileno, humuleno, acetato de eugenila, 6xido de cariofileno, aldeidos e derivados

de furfural. Também utilizado como analgésico, germicida, antisséptico e anestésico
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topico em odontologia, também é utilizado na sintese de outras substancias como a
vanilina (Sousa et al., 1991; Mendes et al, 2012).

Fonte: http://www.terra-flor.com/produto/cravo e http://natural.enternauta.com.br/plantas-

medicinais/cravo-da-india-propriedades-medicinais/

Figura 3 A, B e C. Eugenia caryophyllus — A: bot6es florais; B: botbes florais em processo de

secagem natural; C: botdes florais secos (cravo-da-india).

1.4.1.4 Melaleuca alternifolia Chell

Melaleuca alternifolia Chell., (Figura 4 A e B), pertence a Familia Myrtaceae,
conhecida como Tea Tree ou arvore de cha. Originarias da Australia, podem atingir
sete metros de altura; ttm uma casca fina e folhas longas e pontiagudas que, quando
partidas, emitem um aroma forte. Obtido das folhas, o Oleo varia de incolor ao
amarelado, cotendo um aroma que lembra eucalipto. Pode conter quantidades
variadas de terpenos (pineno, terpineno e cimeno), terpinenol (terpinen-4-ol),
sesquiterpenos e cineol, 0s quais sao os constituintes mais importantes relacionados
a atividade antimicrobiana (Noumi et al, 2010; Hammer et al, 2012). O cineol € um
conhecido irritante e o terpinenol é apontado como o maior contribuinte da atividade
antimicrobiana dentre os componentes. O 6leo de boa qualidade contém quantidades
iguais ou superiores a 2 e 5% de cineol e entre 40 a 47% de terpinenol. (Simdes et al.,
1999; Carson et al., 2006; Hammer et al, 2012).

A partir da destilacdo das suas folhas, ramos e caule é possivel extrair um 6leo
conhecido mundialmente pelas suas caracteristicas benéficas. Devido as suas
gualidades curativas, o 6leo de Melaleuca - “Tea tree oil” - foi usado pelas tribos
aborigenes da Oceania durante anos. As folhas desta planta eram esmagadas

juntamente com lama, sendo a pasta assim obtida e aplicada no tratamento de cortes
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e infecgOes da pele (Silva et al., 2002; Simdes et al., 1999; Hammer et al., 2004).

O oOleo de Melaleuca € um potente agente antisséptico, antifungico e
parasiticida natural, ndo toxico e ndo irritante para os tecidos, muito testado clinica e
laboratorialmente. O Oleo de Melaleuca é reconhecidamente eficaz em inibir o
crescimento de diversos tipos de microrganismos, tais como: Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Aspergillus
Niger, Streptococcus pyogenes, dentre outros, mesmo na presenca de sangue ou de
material fecal (Oliveira et al., 2003; Hammer et al., 2004; Noumi et al, 2010; Hammer
et al, 2012).

As propriedades antibacteriana, antifingica e antiviral do 6leo vém da
combinacdo de muitos compostos diferentes trabalhando juntos. Geralmente, a acéo
do 6leo essencial é o resultado do efeito combinado de ambos os compostos ativos e
inativos. Os compostos inativos podem influenciar a velocidade das reacgbes e
biodisponibilidade dos compostos ativos. (Noumi et al, 2010; Emira et al, 2013;
Hammer et al, 2012).

Fonte: http://www.herbgarden.co.za/mountainherb

Figura 4 A e B. Melaleuca alternifolia - A: habito arbdreo; B: folhas e floracéo.
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1.4.1.5 Thymus vulgaris Linneaus

Thymus vulgaris Linneaus., pertencente a Familia Lamiaceae € uma pequena
planta arbustiva comum de sabor e odor expressivos. Conhecido popularmente como
tomilho, tomilho-de-inverno, erva-urso, timo, arcd, segurelha, tomilho-ordinario,
tomilho-vulgar, poejo e tomilho-de-jardim, o T. vulgaris € principalmente utilizado como
cha e tempero. Possui folhas pequenas, lineares ou lanceoladas, com flores réseas
ou esbranquicadas (Hudaib et al, 2002). Segundo Castro et al (2003), o tomilho produz
Oleo essencial com atividade inseticida, rico em carvacrol (0,07%) e timol (13 a 58%)
(Figura5 A, B e C).

Suas propriedades medicinais sdo: adstringente, antisséptico, diurético,
expectorante, imunoestimulante, efeito antibacteriano, antifingico e anti-helmintico
para o timol e efeito bactericida para o carvacrol (Carreto et al., 2007; De Lira et al,
2012; Ahmad et al, 2014).

Os principais componentes do Oleo essencial de tomilho sdo: borneol,
carvacrol, linalol, cimol, timol, taninos, flavondides saponinas e acidos terpénicos. O
Oleo essencial e extratos de folhas frescas e as flores podem ser utilizadas como
aditivos aromaticos em alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos. T. vulgaris é
antiespasmaodico, carminativo, expectorante e sedativo. Na forma de extrato ou infuso,
€ utilizado para inflamacbes de laringe e brénquios, incluindo bronquite aguda,
laringite, coqueluche, assim como também para gastrite crénica (Klaric et al., 2006;
Behnia et al., 2008; Jakiemiu, 2008; Silva et al., 2010; Ahmad et al, 2014).

Fonte: http://gardening.wikia.com/wiki/Thymus_vulgaris

Figura 5 A e B. Thymus vulgaris — A: floracdo; B: folhas e floracéo.
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2 OBJETIVOS



2.1 Objetivo Geral

Avaliar in vitro a atividade antifingica dos 6leos essenciais de Eucalyptus
citriodora, Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus, Melaleuca alternifolia e Thymus

vulgaris sobre Candida albicans.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar in vitro a atividade antifungica dos Oleos essenciais de
Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus,

Melaleuca alternifolia e Thymus vulgaris sobre C.albicans;

e Determinar as concentra¢des fungicidas minimas dos 6leos essenciais
de Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus,
Melaleuca alternifolia e Thymus vulgaris sobre C.albicans;

e Avaliar e comparar a formacéo de tubo germinativo e clamidoconidios,
bem como a producéo de franjas, em cepas e isolados de C. albicans

antes e apos contato com os diferentes 6leos essenciais;

e Determinar e comparar a producdo das exoenzimas proteinase e
fosfolipase em cepas e isolados de C. albicans, antes e apés contato

com os diferentes 6leos essenciais;

e Avaliar in vitro a sensibilidade dos isolados de C. albicans frente aos

antifingicos fluconazol e voriconazol.
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3 MATERIAIS E METODOS



3.1 Candida albicans

Foram utilizados duas cepas-padrdo ATCC (ATCC 60193 e ATCC 90028) e
16 isolados biolégicos de origem humana (ICB 14,18, 660, 668, 686,726, 874, 938,
947, 949, 954, 973, 982, 993, 1009 e 1026), mantidos na Faculdade de Odontologia
Disciplina de Estomatologia da Universidade de Sao Paulo (FO-USP).

Todos os isolados foram mantidos em agar Sabouraud Dextrose (Difco —
USA). Embora previamente identificadas como C. albicans estas foram reidentificadas
utilizando-se as provas para pesquisa de tubo germinativo (teste de Reynolds —
Braude), cultivo em lamina, testes para assimilacédo de fontes de carbono e nitrogénio
e teste de fermentacdo de acucares, descritos segundo a técnica de Kreger van Rij
(1984), Kurtzmann & Fell (2011) e conforme o protocolo utilizado para a identificacédo

de leveduras (Anexo 2).

3.1.1 Pesquisa de tubo germinativo (Teste de Reynolds- Braude,
1956)

Leveduras com 24 horas de crescimento em &gar Sabouraud dextrose (Difco)
- acrescido de 200ug/mL cloranfenicol foram semeadas em tubos de ensaio contendo
1mL de soro fetal bovino (Gibco) e incubadas a 37°C por até 3 horas. A pesquisa da
formacdo de tubo germinativo foi observada a cada hora por até 3 horas no

microscopio de luz.

3.1.2 Pesquisa de clamidoconidios (Microcultivo em lamina —
Kreger- Van Rij, 1984)

O meio composto por 17,0g de Agar “Corn-meal (Difco)” acrescido de 2,8g
Tween 80 (BBL) e 1000mL de agua destilada (Lacaz, 2002), foi esterilizado em
autoclave a 120°C por 15 minutos. No momento do uso, volume de 3mL foi distribuido
em laminas de microscopia. As leveduras cultivadas anteriormente em &gar
Sabouraud-dextrose (Difco) por 24 horas foram semeadas em estrias nesta lamina, e
recobertas com laminula estéril. Essa preparacéo foi colocada em camara amida por

até cinco dias, mantida a 25°C, para observacdo da producéo de filamentacéo e de
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clamidoconideos, sendo as leituras realizadas diariamente.

3.1.3 Producéo de exoenzimas

3.1.3.1 Proteinase (Richel et al., 1982)

A producgdo de proteinase foi avaliada antes e ap0s contato com os 0Oleos
essenciais utilizando a técnica descrita por Ruchel et al., (1982) composto por: Meio
base - com 18,09 de agar (Difco) e 900,0mL agua destilada. Este meio foi autoclavado
a 120°C por 15 minutos. Meio de albumina: 11,7g de yeast carbon base (Difco), 2,09
de albumina bovina fracdo V (Sigma) 2,5mL de protovit (manipulado por Farmacia
Bueno Ayres, SP-Brasil) e 100,0mL de agua destilada. Este meio foi esterilizado por
filtracdo em membranas Milipore de 0,22um. O meio béasico esterilizado foi resfriado
a 50°C, adicionando-se o0 meio de albumina e em seguida a mistura foi distribuida em
placas de Petri em volume de 20mL. Apos a solidificagdo da mistura, foram semeados
guatro isolados de leveduras por placa. As placas foram incubadas a 37°C por quatro
dias.

A atividade enzimética da proteinase foi observada pela formacédo de um halo
de precipitacdo ao redor da col6nia (PZ). PZ é igual a razéo entre o diametro da colbnia
(dc) e o diametro da colbnia (dc) + diametro de degradacgéo (zd) PZ = dc/dc + zd. Os
resultados foram classificados de acordo com Price et al., 1982:

indice 1 - Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica

indice 2 - 0,64 < Pz < 1,0 = Atividade enzimatica positiva

indice 3 - Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva

3.1.3.2 Fosfolipase (Price et al, 1982)

A producédo de fosfolipase foi avaliada antes e apdés contato com o os 0Oleos
essenciais utilizando a técnica descrita por Price et al., (1982). Meio de emulséo de
ovo: 80,0g de gema de ovo e 80,0mL de solucéo fisioldgica. Os ovos foram deixados
em alcool a 70% durante uma hora para serem desinfetados. Em seguida as gemas
foram separadas e colocadas em um recipiente estéril contendo pérolas de vidros,

pesadas e adicionadas a solucdo salina 0,9%, agitando-se em vortex. Meio agar
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fosfolipase: 10,009 de peptona (Difco); 20,00g de glicose (Synth); 53,30g de cloreto
de sodio (Reagen); 0,55g de cloreto de célcio (Reagen); 20,00g de agar (Difco) e
1000,00mL de agua destilada. O meio foi autoclavado a 120°C por 15 minutos. Ao
agar resfriado a 50°C foi adicionada uma emulsdo de ovo. Volume de 20mL foi
distribuido em placas de Petri. Apds a solidificagdo da mistura, foram semeados quatro
isolados de leveduras por placa Estas placas foram incubadas a 37°C por quatro dias.

A atividade enzimatica da fosfolipase foi observada pela formagédo de um halo
de precipitacdo ao redor da colonia (PZ). PZ é igual a razéao entre o diametro da colénia
(dc) e o didmetro da coldnia (dc) + didmetro de precipitagdo (zp) PZ = dc/dc + zp. Os
resultados foram classificados de acordo com Price et al., 1982:

indice 1 - Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimética

indice 2 - 0,64 < Pz < 1,0 = Atividade enzimatica positiva

indice 3 - Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva

3.1.4 Tipagem fenotipica

A tipagem fenotipica foi avaliada antes e apds contato com os os 6leos
essenciais utilizando a técnica descrita por Phongpaichit et al., (1987) e Hunter et al.,
(1989): © meio de cultura é o agar extrato de malte assim constituido - 60,0g de extrato
de malte, (Merck), 20,0g de agar (Difico) e 1000.0mL de agua destilada. O meio foi
esterilizado a 120°C por 20 minutos e distribuido em placas de Petri (20mL em cada
placa). As suspensdes de leveduras cultivadas por 48 hs em agar Sabouraud dextrose
(Difco) foram preparadas em solucao fisiolégica 0,85%, com turvagéo correspondente
a escala 3 de McFarland. Com o auxilio de swabs estéreis, as suspensdes de
leveduras foram semeadas em numero de trés a quatro por placa e incubadas a 25°C
por 10 dias.

Os resultados foram avaliados segundo os aspectos macromorfolégicos da
franja e superficie das colénias de tal modo que resulte em um biotipo composto por
guatro digitos, de acordo com o modelo de tipificacdo de Hunter et al., (1989). 1°
Franja — distribuicdo: Ausente (0); Descontinua (>20% da margem) (1); Descontinua
(21 a 50% da margem) (2); Descontinua (51 a 90% da margem) (3); Continua,
somente na periferia ou fios conspicuos em leques (5); Continuas com filamentos
paralelos (7). 2° Franja- comprimento: Ausente (0); Igual ou menor do que 2mm (2),
De 3 a 5 mm (3); Igual ou maior do que 6 mm (5). 3° Franja — Textura: Ausente (0);
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Muito grosseira (1); Intermediéria (3); Fina (4). 4° Superficie — Topografia: Lisa (0);
Nodular (1); Escavada (2); Crateriforme (4); Crateriforme com dobras e pregas (5);
Dobras ou pregas (6); Pelos (8).

ApoOs contato com o Oleo essencial a pesquisa de tubo germinativo,
clamidoconideo, producéo das exoenzimas e tipagem fenotipica foram realizadas nas
concentragdes sub-inibitérias das cepas padrédo de C. albicans e de cada isolado
testado. Como controle, isolados sem o contato com o 6leo essencial foram avaliados

simultaneamente.

3.2 Oleos essenciais

Nesta pesquisa, foram avaliados os 6leos essenciais comercias de Eucalyptus
citriodora, Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus, Melaleuca alternifolia, e
Thymus vulgaris, cedidos pela empresa World’s Natural Fragrancies®. Todos os 6leos
essenciais foram mantidos em frasco ambar a temperatura ambiente.

As andlises cromatogréficas foram realizadas pelo Prof. Dr. Massuo Jorge Kato

do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (Anexos 3,4, 5,6 e 7)

3.2.1 Eucalyptus citriodora Hooker.

O oOleo essencial de Eucalyptus citriodora foi extraido da folhagem, por
destilagao a vapor d’agua, com rendimento de 1,5g de 6leo por kg da planta. Seu
aspecto € de liquido limpido, com coloragdo amarelo a amarelo-esverdeado.
Farmacologicamente € composto por aldeidos (55-70%), alcodis monoterpenos (20-
25%), ésteres (< 5%), sesquiterpenos (< 5%), alcodis sesquiterpénicos (3%),
monoterpenos (< 3%) e oxidos (< 1%). A cromatografia do 6leo essencial de E.
citriodora indica, como seus principais compostos quimicos, o citronelal (93,99%) e B-
citronelol (2,29%). (Anexo 3).

3.2.2 Eucalyptus globulus Labill.

O 6leo essencial de Eucalyptus globulus foi extraido da folhagem nova, por
destilagao a vapor d’agua, com rendimento de 8 a 20g de 6leo por kg da planta. Seu

aspecto € transparente e incolor. Farmacologicamente € formado por cetonas (<01%),
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aldeidos (<01%), alcodis monoterpénicos (0,3%), ésteres (03%), sesquiterpenos
(01%), alcodis sesquiterpénicos (01-03%), alcoois monoterpénicos (03%),
monoterpenos (15-20%) e 6xidos (60-75%). A cromatografia do 6leo essencial de E.
globulus indica como seus principais compostos quimicos o eucaliptol (80,50%) e
limoneno (14,03%). (Anexo 4)

3.2.3 Eugenia caryophyllus Sprengel.

O oleo essencial de Eugenia caryopjyllus foi extraido de folhas e botdes, por
destilacéo a vapor d’agua, com rendimento de 15g de 6leo por kg da planta. Seu
aspecto é de cor de caramelo claro ao escuro. Farmacologicamente € formado por
acidos (tracos), éteres (01%), ésteres (08%), sesquiterpenos (10%) e fendis (75 —
85%). A cromatografia do Oleo essencial de E. caryophyllus indica como seus

principais compostos quimicos o eugenol (84,10%) e B-citronelol (12,67%). (Anexo 5)

3.2.4 Melaleuca alternifolia Cheel.

O oleo essencial de Melaleuca alternifolia foi extraido da folhagem, por
destilacdo a vapor d’agua, com rendimento de 20g de 6leo por kg da planta. Seu
aspecto é de coloracéao claro transparente, com infimo verde. Farmacologicamente é
formado por sesquiterpenos (5-10%), Oxidos (05-15%), alcoois sesquiterpénicos
(<01%), alcoois monoterpénicos (25-40%), monoterpenos (30-40%) e fendis
(<01%%). A cromatografia do Oleo essencial de M. alternifolia indica como seus
principais compostos quimicos o 4- terpineol (77,15%) e y-terpineol (7,24%). (Anexo
6).

3.2.5 Thymus vulgaris Lin.

O oleo essencial de Thymus vulgaris foi extraido das partes aéreas e flores, por
destilacdo a vapor d’agua, com rendimento de 4g de 6leo por kg da planta. Seu
aspecto é de 6leo fino e transparente. Farmacologicamente € composto por cetonas
(<01%), éteres (<2%), sesquiterpenos (<02%), 6xidos (02%), alcoois sesquiterpénicos
(07%), monoterpenos (17-45%) e fenois (40-55%). A cromatografia do oleo essencial

de T. vulgaris indica como seus principais compostos quimicos o cimeno (14,43%) e
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timol (62,13%). (Anexo 7).

3.3 Pesquisa da atividade de 0leos essenciais sobre C. albicans

3.3.1 Preparacfes da suspenséo de leveduras

Os isolados e as cepas padrédo de C. albicans foram cultivados em &gar
Sabouraud Dextrose (Difco — USA) e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. A
suspenséao dos isolados e das cepas padréao de C. albicans foram preparados a partir
de uma cultura de 24 horas, com turbidez equivalente a escala 0,5 de Mc Farland,
concentracdo equivalente a 1-5 x 10® UFC/mL — (Unidade Formadora de Colonia)
(Pfaller et al., 1988). A um mL desta suspensdo em PBS pH 7.2 acrescentou-se 9 mL
do meio de cultivo RPMI-1640 (Gibco BRL,Grand Island,NY,USA) ajustando-se a
suspensdo final para 0,5-2,5 x 10° UFC /mL. Como tensoativo utilizou-se Tween 20
(monolaurato de polioxietilenosorbitan), da empresa Sigma-Aldrich®, na concentragéo
0.02% (Nascimento et al (2007).

3.3.2 Avaliacao in vitro da atividade antifGngica dos 6leos essenciais sobre
isolados de C. albicans (Eloff, 1998, modificado por Polachini, 2004)

Os ensaios, foram realizados em microplacas, de fundo chato, com 96 pocos
e capacidade de 300ul. Em cada pogo foi colocado uma solugao de 100uL de meio
RPMI- 1640 (Gibco BRL,Grand Island,NY,USA) acrescido do tensoativo, até o 12°
poco. No primeiro poco foi colocado 100uL do 6leo essencial a ser testado a partir de
90.000pg/mL (100%). A partir do segundo pogo, 100yl do mesmo produto foi
homogeneizado e diluido em série, na “base 2" até 12° poco. Na sequéncia foram
distribuidos em cada poc¢o 100uL da suspensao da levedura de cada amostra. As

placas foram seladas com “Parafilm M ®” e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.

3.3.2 Controles

Em uma placa de microdiluicdo, foi utilizado: um controle negativo, para
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verificar a esterilidade do meio RPMI -1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), um
controle negativo do tensoativo um controle negativo para o 6leo essencial e um
controle positivo para cada levedura (meio + inoculo). Esta placa também foi selada

com Parafiim “M”’® e incubada em estufa a 37°C por 24 horas.

3.3.3 Determinacgédo da Concentracao Fungicida Minima

3.3.3.1 Avaliacao da atividade fungistatica e fungicida

dos 6leos essenciais

A concentragdo fungicida minima CFM é considerada como a menor
concentracdo da substancia capaz de levar a morte o fungo (Cury,1997), apos 24
horas.

A avaliacdo das atividades fungistatica ou fungicida dos 6leos essenciais foi
realizada em placas de Petri com dgar Sabouraud Dextrose (Difco), semeando-se 5yl
de todas as diluicbes da microplata. As placas de Petri com os inoculos foram
incubadas em estufa a 37°C por 24horas.

Os resultados de concentra¢gfes fungicidas minimas (CFM) obtidos foram
analisados segundo variacdo dos valores de CFM: para cada 6leo essencial:

+ CFM-50 representa a concentracao fungicida minima da substancia capaz
de inibir o crescimento de 50% das amostras testadas.

*CFM-90 representa a concentracdo fungicida minima da substancia capaz

de inibir o crescimento de 90% das amostras testadas.

3.4 Ensaio da atividade antifungica do fluconazol e voriconazol

3.4.1 Método E-Test® - Kit Comercial (AB-Biodisk, Solna, Suécia)

Este método foi utilizado na pesquisa de sensibilidade aos antifingicos:

fluconazol e voriconazol.

3.4.1.1 Meio de Cultivo
O meio RPMI — agar (20,8g de RPMI-agar-1640 (Gibco) acrescido de 2% de
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glicose e 1000,0 mL de &gua deionizada) foi ajustado para pH 7,0 com MOPS, Apés
esterilizacédo por filtracdo, o meio foi distribuido em tubos, em volume de 25 mL e

mantidos a 4°C até o momento do uso.

3.4.1.1 Fitas E-Test®

As fitas foram adquiridas da PROBAC. A faixa de Concentracéo inibitéria
minima (CIM) foi de 0.002 a 32 pg/mL para voriconazol e de 0.016 a 256 pg/mL para
fluconazol. As tiras de E-Test® foram armazenadas em freezer a -20°C até serem

utilizadas.

3.4.1.2 Preparo do Inéculo

As leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose (Difco) por 24
horas a 35°C. A suspenséo foi preparada em 1 mL de solucdo de NaCl 0.85% e a

densidade celular com turbidez equivalente a escala 05 de Mc Farland.

3.4.1.3 Determinacdo da concentracgao inibitéria minima

Os frascos contendo 25 mL de agar dextrose foram fundidos, resfriados a
50°C e adicionados de 25 mL do meio de dgar RPMI-1640. A mistura homogeneizada
contendo 50 mL foi vertida em placa de Petri esterilizada (15 mm x 15 mm). ApGs
solidificacdo do meio as placas foram estocadas a 4°C. Antes da inoculacao, as placas
de agar RPMI-1640 e as fitas de E-Test® foram mantidas por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Um volume de 0,6 mL referente a cada indculo foi distribuido
homogeneamente com o auxilio de swab sobre a superficie do agar e as placas
deixadas a temperatura ambiente por 15 minutos para completa absor¢cdo da
suspensdao pelo &agar. Decorrido este tempo, as fitas de E-Test® foram
cuidadosamente colocadas sobre a superficie do agar. As placas foram mantidas a
35°C durante 24horas.
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3.4.1.4 Determinacdao e interpretacdo do teste

Apos incubacéo, realizaram-se leituras em 24h e 48h; o valor de CIM foi obtido
no ponto de interseccao entre o halo e a fita. Interpretacdes sobre sensibilidade ou
resisténcia foram realizadas de acordo com os valores discriminados no protocolo
preconizado pela CLSI (documento M27-A2 e M27S2), 2013 dispostos na tabela a
sequir:

Tabela 1. Critérios de interpretagdo de CIM para fluconazol e voriconazol (documento M27-A2 e M27S2
(CLSI 2013)

Antifangico / sensibilidade Critérios de interpretgdo de CIM (ug/mL)
Susceptivel Intermediario ou Resistente
(S) Sensibilidade dose (R)
indepentente (SDD)
Fluconazol (0,016-256 ug) 8 16-32 > 64
Voriconazol (0,002-32 ug) 1 2 4

* Para Voriconazol foram classificados CIMs <1pug/mL como (S) e acima de 4pg/mL (R) de acordo com o
suplemento M27-S2 da CLSI (CLSI, 2013).

3.5 Controles de qualidade e biosseguranca

Durante a realizacdo do projeto até a fase dos testes foram seguidas e
respeitadas todas as normas de Biosseguranca. Todas as preparacdes e analises
foram realizadas pelos mesmos técnicos utilizando-se os equipamentos de protecao
individual (EPIs) como luvas, avental, mascara, 6culos e equipamentos de protecéo
coletiva como cabine de seguranca biologica, bico de Bunsen e capela de exaustao.
(CDC, 1999).

3.6 Consideragdes éticas

Este trabalho seguiu as recomendacdes da resolucdo 466/12, submetido a

analise e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz.
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4 RESULTADOS



4.1 Candida albicans

Os 16 isolados de leveduras foram reidentificados como Candida albicans,
100% (16/16) apresentaram tubo germinativo e clamidoconideos (Figura 6 A e B).

A

Figura6 AeB. A: Tubo germinativo - Cepa-padréo de C. albicans ATCC 90024 - Microscopia de luz-
aumento 400X.

B: Clamidoconideo, Blastoconideos e pseudohifas/hifas - isolado 19 de C. albicans
Microscopia de luz — aumento 400X

4.1.1 Fatores de viruléncia

4.1.1.1 Atividade enzimatica e Morfotipos

Na tabela 2 observa-se a producdo de proteinase e fosfolipase e os
morfotipos de cepas padrao de C.albicans ATCC 60138 e ATCC 90028.
Oito dos 16 isolados de C. albicans (50,0%) foram fortemente produto-
res de proteinase e nove isolados (56,25%) foram fortemente produtores

fosfolipase (Tabela 3). Quatro isolados (25%) foram fortemente proditores
ambas as exoenzimas.

de

e
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Tabela 2. Atividade enzimética (Pz): producdo de exoenzimas proteinase e fosfolipase e

morfotipos de cepas padrao de Candida albicans.

Cepas padréo
de C. albicans

Proteinase* PZ | indice | Fosfolipase PZ indice | Morfotipos™
ATCC 60138 1 1 0,39 3 5346
ATCC 90028 1 1 1 1 5346

* Atividade enzimatica: Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimética - (Indice:1)
0,64 < Pz < 1,0 = Atividade enzimatica positiva - (Indice: 2)
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (Indice: 3)

** Codigo dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Phongpaichi, 1987-
modificado por Hunter et al.,1989

Tabela 3. Atividade enzimatica (Pz): producéo de exoenzimas proteinase e fosfolipase e

morfotipos de isolados de Candida albicans.

Isolados de ) )
C. albicans Proteinase PZ* | Indice | Fosfolipase PZ | Indice | Morfotipos**
14 1 1 1 1 7336
19 0,39 3 1 1 5346
660 0,40 3 1 1 5346
668 0,42 3 0,48 3 7336
686 1 1 0,54 3 5346
762 1 1 1 1 5346
874 1 1 1 1 5336
938 0.36 3 0,42 3 5305
947 1 1 0,39 3 5336
949 0,32 3 1 1 7336
954 0.36 3 1 1 5336
973 1 1 0,37 3 5346
982 1 1 0.45 3 5346
993 1 1 0,33 3 5336
1009 0,28 3 0,37 3 5336
1026 0,40 3 0,37 3 5331

*Atividade enzimética: Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - (Indice:1)
0,64 < Pz < 1,0 = Atividade enzimética positiva - (Indice: 2)
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (Indice: 3)

** Codigo dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Phongpaichi, 1987-
modificado por Hunter et al.,1989
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As tabelas 2 e 3 apresentam os morfotipos das cepas padrdo e dos isolados de C.
albicans. Trés isolados apresentaram franjas continuas com filamentos em paralelo

(cbédigo 7) e comprimento entre 3 e 5 mm (Tabela 3 e Figura 7).

Figura 7 Isolado 949 de C. albicans morfotipo 7336

Cabdigo conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter et al,1989.
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4.2 Atividade do 6leo essencial de Eucalyptus citriodora Hooker sobre C.

albicans

A cepa ATCC 90024 e os isolados 660, 668, 686, 762, 947, 973, 982, 993,
1009 e 1026 (11/18) de C. albicans foram sensiveis ao 6leo essencial de E. citriodora
até a concentragéo de 87,89 ug/mL (0,09%). (Tabela 4).

Os valores de CFMso e CFMgo para o Oleo essencial de E. citriodora, nos
diferentes isolados e cepas padrédo foram 87,89 ug/mL (0,09%) e 175,78 pg/mL
(0,19%) respectivamente (Tabela 6).

A pesquisa de tubo germinativo e clamidoconideo apds contato com o 6leo
essencial de E. citriodora (dose subinibitéria) foi realizada apenas nos isolados
sensiveis a concentracdes acima que 87,89 ug/mL. Seis isolados e uma cepa padréao
foram sensiveis a essa concentracao (Tabela 4). O isolado numero 19 foi o Unico que
apresentou tubo germinativo e clamidoconideo sob a influéncia deste 6leo essencial
(Tabela 4). Morfologicamente, ocorreram alteracdes quanto ao tamanho e forma das
células nesses isolados, em relacéo ao controle. (Figuras 8 A e B).

A producdo de proteinase e fosfolipase também foi realizada apenas nos
isolados sensiveis a concentracdes acima de 87,89 ug/mL A producéo de proteinase
foi inibinada em 4 (19, 938, 949 e 954) isolados produtores e a producao de fosfolipase
foi inibida frente a este 6leo essencial em todos os isolados sensiveis a concentracdes
acima de 87,89 pg/mL, Na cepa padrdao ATCC 60193 a producdo dessa enzima foi
reduzida de PZ 0,39 para PZ 0,47 (Tabela 5).

A pesquisa da producédo de franjas também foi realizada apenas nos isolados
sensiveis a concentracdes acima de 87,89 ug/mL. Nos isolados numeros 19 e 874,
apos contato com o 6leo essencial de E. citriodora nas concentragdes sub inibitorias,
as franjas passaram de continua, somente na periferia ou fios conspicuos em leques
(5); para continuas com filamentos paralelos (7). Quanto ao comprimento da franja,
nao ocorreu alteracéo. No isolado numero 938 ocorreu alteracdo na colonia (Figuras
9AeB)
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Tabela 4. Concentracdo Fungicida Minima, formagédo de tubo germinativo e clamidoconideo,

nos isolados biolégicos e nas cepas padrdao ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans expostos ao

6leo essencial de E. citriodora Hooker na dose subinibitéria.

E.U(?alyptus CFM* -gétr)rcr)]inativo -(I;:?r%inativo Clamidoconideo | Clamidocoideo
citriodora
Antes da Apos a Antes da Apos a
% atividade do | atividade atividade do atividade
Cepas Padréo/ pg/mL | (v/iv)** | do dleo do dleo do dleo do dleo
Isolados essencial essencial essencial essencial
ATCC60193 175.78 1 0,19 Presente Ausente Presente Ausente
87.89 10,00 Presente NR*** Presente NR
14 708,12 0,78 Presente Ausente Presente Ausente
19 175.78 0,19 Presente Presente Presente Presente
660 8789 10,00 Presente NR Presente NR
668 87.89 10,00 Presente NR Presente NR
686 87.89 10,00 Presente NR Presente NR
762 8789 10,00 Presente NR Presente NR
874 175.78 1 0,19 Presente Ausente Presente Ausente
938 351,56 0,39 Presente Ausente Presente Ausente
947 87.89 10,00 Presente NR Presente NR
949 175.78 1 0,19 Presente Ausente Presente Ausente
954 175,78 0,19 Presente Ausente Presente Ausente
973 87.89 10,00 Presente NR Presente NR
982 8789 10,00 Presente NR Presente NR
993 87.89 10,00 Presente NR Presente NR
1009 87.89 1009 | presente NR Presente NR
1026 8789 10,00 Presente NR Presente NR

Condicdes do estudo: Pesquisa da concentracao fungicida minima CFM em placas de

microdiluicdo e apos leitura em 24 horas: Pesquisa da atividade fungistéatica

e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenca de

crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade

fungicida (CFM) ,resultado em % e pg/mL

*CFM: concentracéo fungicida minima

** y/v: volume por volume em porcentagem

**NR N&o realizado nos isolados sensiveis a concentragdo de 87,89 pg/mL.
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A B

Figura 8 A e B. A - isolado 14 de C. albicans ap6s exposi¢do ao Oleo essencial de E. citriodora

(concentragdo subinibitéria - 351,56 pg/mL) com alteracédo das caracteristicas micromorfologicas - aumento 400X.

B - isolado 938 de C. albicans apds exposicao ao 6leo essencial de E. citriodora

(concentragédo subinibitoria — 175,78 pg/mL) com alteragdo das caracteristicas micromorfologicas - aumento 400X

A B

Figura 9 A e B. A - isolado 938 - morfotipo 7305 antes do contato com éleo essencial de E. citriodora

B - Isolado 938 - morfotipo 7335 apds contato com 6leo essencial de E. citriodora.
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Tabela 5. Atividade enzimética (producdo de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e

morfotipos dos isolados bioldgicos e das cepas padrdo ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans

expostos ao Oleo essencial de E. citriodora Hooker na dose subinibitéria.

1 Kkkk] 1 1 i
Eucalyptus CEM* Proteinase Proteinase | Fosfolipase | Fosfolipase Morfotipos**+* | Morfotipos
I Pz PZ PZ PZ
citriodora
Antes da Apos a Antes da Apos a Antes da Apos a
el % atividade do | atividade atividade do | atividade atividade do atividade
Cepas Padrao/ | H9 (v/v)** | do 6leo do dleo do éleo do dleo do 6leo do dleo
Isolados essencial essencial essencial essencial essencial essencial
175,78 | 9 19
ATCC60193 ' 1 1 0,39 0,47 5346 5346
87,89 |09
! 1 NR*** 1 NR 5346 NR
703,12
14 0,78 1 1 1 1 7336 7346
175,78 | 9 19
19 ! 0,39 1 1 1 5346 7346
87,89 |09
660 ! 0,40 NR 1 NR 5346 NR
87,89 |09
668 ' 0,42 NR 0,48 NR 7336 NR
87,89 |09
686 ! 1 NR 0,54 NR 5346 NR
87,89 |09
762 ’ 1 NR 1 NR 5346 NR
175,78 | 9 19
874 ! 1 1 1 1 5336 7335
351,56 | g 39
938 ' 0.36 1 0,42 1 7305 7335
87,89 |09
947 ' 1 NR 0,39 NR 5336 NR
175,78 | 9 19
949 ' 0,32 1 1 1 7336 7336
175,78 | 9 19
954 ' 0.36 1 1 1 7336 7346
87.89 |09
973 ! 1 NR 0,37 NR 5346 NR
87,89 |09
982 ! 1 NR 0.45 NR 5346 NR
87,89 |09
993 ' 1 NR 0,33 NR 5336 NR
87.89 |09
1009 ! 0,28 NR 0,37 NR 5336 NR
87,89 |09
1026 ’ 0,40 NR 0,37 NR 5331 NR

Condicdes do estudo: Pesquisa da concentrac¢éo fungicida minima CFM em placas

fungicida (CFM) ,resultado em % e pg/mL

*CFM: concentracéo fungicida minima

** y/v: volume por volume em porcentagem

microdiluicdo e apods leitura em 24 horas: Pesquisa da atividade fungistatica
e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenca de

crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade

*** NR N&o realizado nos isolados sensiveis a concentragdo de 87,89 pg/mL

*x*xAtividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - inice 1

0,64 < Pz < 1,0= Atividade enzimatica positiva — indice 2

Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva — indice 3

**xCodigo dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter et al.,1989
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Tabela 6. Valores de Concentragdo Fungicida Minima CFM

50 e CFM 90 do 6leo essencial de

E. citriodora Hooker sobre cepas padrdo ATCC 60193 e ATCC 90028 e isolados de C. albicans

Oleo essencial de
Eucalyptus citriodora (CFM)

Concentragcao Fungicida Minima

CFM 50*
pg/mL - % (viv)

CFM 90**
pg/ml - % (viv)

Candida albicans 87,89 — 0,09

175,78 - 0,19

CondigGes do estudo: Pesquisa da Concentragao fungicida minima (CFM) em placas de agar

Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: resultado em pg/mL e viv

CFM: concentragéo fungicida minima

*CFM 50 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.

*CFM 90 CFM de um antifungico capaz de inibir

v/v: volume por volume em porcentagem
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4.3 Atividade do 6leo essencial de Eucalyptus globulus Labill sobre C. albicans

Os isolados 762, 954, 982 (03/18) (16,67%) de C. albicans foram sensiveis ao
Oleo essencial de E. globulus até a concentragéo de 87,89 pg/mL (0,09%). (Tabela 7).

Os valores de CFM 50 e CFM 90 para o 6leo essencial de E. globulos nos
diferentes isolados e cepas padrdo foram 703,12 pg/mL (0,78%) e 5625 pg/mL
(6,25%) respectivamente (Tabela 9).

A pesquisa de tubo germinativo e clamidoconideo apds contato com o 6leo
essencial de E. globulus (dose subinibitéria) foi realizada apenas nos isolados
sensiveis a concentracdes acima de 87,89ug/mL. Os isolados 14, 686, 938, 949, 1009
apresentaram tubo germinativo e clamidoconideo sob a influéncia desse Oleo
essencial (Tabela 7). Morfologicamente, ocorreram alteracdes quanto ao tamanho e
forma das células nesses isolados em relagdo ao controle. (Figuras 10 A e B).

A producdo de proteinase e fosfolipase também foi realizada apenas nos
isolados sensiveis a concentragfes acima de 87,59 pg/mL A producdo de proteinase
foi inibinada em sete (19, 660, 686, 938, 949, 1009 e 1026) isolados produtores e trés
isolados n&o produtores passaram a produzir esta enzima (14, 947 e 993). A producao
de fosfolipase foi inibida frente a este 6leo essencial em seis isolados produtores (668,
686, 938, 973, 1009 e 1026); uma cepa padrdo ATCC 60193 e um isolado né&o
produtor (14) passou a produzir esta enzima (Tabela 8).

A pesquisa da producédo de franjas também foi realizada apenas nos isolados
sensiveis a concentracfes acima de 87,89ug/mL. Nos isolados 668 e 949 apos
contato com o 6leo essencial de E. globulos, nas concentragdes sub inibitorias, as
franjas passaram de continuas com filamentos paralelos (7) para continua, somente
na periferia ou fios conspicuos em leques (5). Quanto ao comprimento da franja, ndo
ocorreu alteragdo. No isolado nimero 938 ocorreu alteracédo da col6nia (Figuras 11 A
e B).
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Tabela 7. Concentragdo Fungicida Minima, formagédo de tubo germinativo e clamidoconideo,
nos isolados biolégicos e nas cepas padrdao ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans expostos ao

Oleo essencial de E. globulos Labill na dose subinibitéria.

Tubo
Eucalyptus CFM* Germinativo Wiey Clamidoconideq Clamidocoideo
Germinativo
globulos
Antes da Apoés a Antes da Apés a
% atividade do | atividade atividade do atividade
Cepas Padrdo/ |pg/mL | (v/v)** do dleo do éleo do dleo do éleo
Isolados essencial essencial essencial essencial
175,78 0.19
ATCC60193 ! Presente Ausente Presente Ausente
175,78 0.19
' Presente Ausente Presente Ausente
5625,00
14 6,25 Presente Presente Presente Presente
2812,50 |312
19 ' Presente Ausente Presente Ausente
175,78
660 0,19 Presente Ausente Presente Presente
22500,00 | o5
668 Presente Ausente Presente Ausente
175,78
686 0,19 Presente Presente Presente Presente
87,89
762 0,09 Presente NR*** Presente NR
351,56 039
874 ' Presente Ausente Presente Presente
5625,00 |g o5
938 ’ Presente Presente Presente Presente
703,12 078
947 ! Presente Ausente Presente Ausente
5625,00 |g o5
949 ' Presente Presente Presente Presente
87,89
954 0,09 Presente NR Presente NR
703,12 078
973 ' Presente Ausente Presente Ausente
87,89
982 0,09 Presente NR Presente NR
1406,25 |15
993 ! Presente Ausente Presente Ausente
1406,25 | 156
1009 ' Presente Presente Presente Presente
2812,50 312
1026 ' Presente Ausente Presente Presente

Condi¢bes do estudo: Pesquisa da concentracao fungicida minima CFM em placas de
microdiluicdo e apos leitura em 24 horas: Pesquisa da atividade fungistatica
e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenca de
crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade
fungicida (CFM) ,resultado em % e pg/mL
*CFM: concentracéo fungicida minima
** y/v: volume por volume em porcentagem

*** NR N&o realizado nos isolados sensiveis a concentracao de 87,89 pug/mL
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A

Figuras 10 A e B. A - isolado 14 de C. albicans ap6s exposi¢édo ao dleo essencial de E. globulos

(concentragdo subinibitdria - 2812,50ug/mL) com alteragdo das caracteristicas micromorfologicas - aumento 400X.

B isolado 874 de C. albicans ap6s exposicéo ao 6leo essencial de E. globulos
(concentragdo subinibitéria — 175,78 pg/mL) com alteracdo das caracteristicas micromorfologicas da célula -
aumento 400X

Figura 11 A e B. A - Isolado 938 - morfotipo 5305 antes do contato com 6leo essencial de E. globulus.

B - Isolado 938 - morfotipo 5344 apds contato com 6leo essencial de E. globulus.
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Tabela 8. Atividade enzimética (producdo de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e

morfotipos dos isolados bioldgicos e das cepas padrdo ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans

expostos ao 6leo essencial de E. globulos Labill na dose subinibitéria.

H Kk kk]| 1 H H
Eucalyptus CEM* Proteinase Proteinase | Fosfolipase | Fosfolipase Morfotipos**+* | Morfotipos
PZ PZ PZ PZ
globulos
Antes da Apés a Antes da Apoés a Antes da Apoés a
/mL % atividade do | atividade atividade do | atividade atividade do atividade
Cepas Padrao/ | H9 (v/v)** do dleo do 6leo do 6leo do dleo do 6leo do dleo
Isolados essencial essencial essencial essencial essencial essencial
17578 |19
ATCC60193 : 1 1 0,39 1 5346 5346
175,78
0,19 1 1 1 1 5346 5346
25,
14 5625.00 6,25 1 0,46 1 0,41 7336 7336
281250 | 312
19 : 0,39 1 1 1 5346 5346
175,78
660 0,19 0,40 1 1 1 5346 5346
22500,00 | 55
668 0,42 1 0,48 1 7336 5346
175,78
686 0,19 1 1 0,54 1 5346 5346
7
762 87,89 0,09 1 NR** 1 NR 5346 NR
351,56 | 035
874 : 1 1 1 1 5336 5344
5625,00
938 6,25 0.36 1 0,42 1 5305 5344
70312 |78
047 : 1 0,35 0,39 0,41 5336 5346
5625,00
949 6,25 0,32 1 1 1 7336 5346
7
954 87,89 0,09 0.36 NR 1 NR 7336 NR
703,12
973 0,78 1 1 0,37 1 5346 5346
87,89
982 0,09 1 NR 0.45 NR 5346 NR
1406,25 | 156
993 : 1 0,43 0,33 0,33 5336 5346
1406,25
1009 1,56 0,28 1 0,37 1 5336 5346
2812,50
1026 3,12 0,40 1 0,37 1 5331 5346

Condi¢bes do estudo: Pesquisa da concentracao fungicida minima CFM em placas

microdiluicdo e apods leitura em 24 horas: Pesquisa da atividade fungistatica
e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenca de
crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade
fungicida (CFM) ,resultado em % e pg/mL
*CFM: concentracéo fungicida minima
** y/v: volume por volume em porcentagem
*** NR N&o realizado nos isolados sensiveis a concentracao de 87,89 pug/mL
% Atividade enziméatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - inice 1
0,64 < Pz < 1,0= Atividade enzimatica positiva — indice 2
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva — indice 3

*xx+Codigo dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter et al.,1989
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Tabela 9. Valores de CFM 50 e CFM 90 do 6leo essencial de E. globulos Labill sobre cepas
padréo ATCC 60193 e ATCC 90028 e isolados de C. albicans.

Oleo essencial de Concentragdo Fungicida Minima
Eucalyptus globulos
(CFM)
CFM 50* CFM 90**
pg/mL - % (v/v) pa/ml - % (viv)
Candida albicans 703,12-0,78 5625-6,25

CondigGes do estudo: Pesquisa da Concentracao fungicida minima (CFM) em placas de agar
Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: resultado em pg/mL
CFM: concentracéo fungicida minima
*CFM 50 CFM de um antifungico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.
*CFM 90 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

v/v: volume por volume em porcentagem
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4.4 Atividade do 6leo essencial de Eugenia caryophyllus Sprengel sobre C.

albicans

Os isolados 660, 993 e 1026 e as cepas padrédo ATCC 60193 e ATCC 90024
de C. albicans foram sensiveis ao 6leo essencial de Eugenia caryophyllus até a
concentragéo de 87,89 pg/mL (0,09%). (Tabela 10).

Os valores de CFM 50 e CFM 90 para o Oleo essencial de Eugenia
caryophyllus, nos diferentes isolados e cepas padrao foram de 175,8 ug/mL (0,19%)
e 703,1 pg/mL (0,78%), respectivamente (Tabela 12).

A pesquisa de tubo germinativo e clamidoconideo, apds contato com o 6leo
essencial de Eugenia caryophyllus (dose subinibitoria) foi realizada apenas nos
isolados sensiveis a concentracdes acima de 87,89ug/mL. Cinco isolados foram
sensiveis a essa concentracdo. Os isolados 14, 762, 874, 938, 947,949 e 982
apresentaram tubo germinativo e clamidoconideo sob a influéncia desse Oleo
essencial (Tabela 10).

A pesquisa da producédo de proteinase e fosfolipase também foi realizada
apenas nos isolados sensiveis a concentracdes acima de 87,89ug/mL. A producéo de
proteinase foi inibida em todos os isolados produtores e um isolado ndo produtor
passou a produzir esta enzima (11). A producao de fosfolipase foi inibida frente a este
O0leo essencial em todos os isolados; dois isolados ndo produtores (14 e 954)
passaram a produzir esta enzima (Tabela 11).

A pesquisa da producéao de franjas também foi realizada apenas nos isolados
sensiveis a concentragcdes acima de 87,89ug/mL. Nos isolados 668, 949 e 954, ap0s
contato com o Oleo essencial de Eugenia caryophyllus nas concentracdes sub
inibitorias, as franjas passaram de continuas com filamentos paralelos (7) para
continua, somente na periferia ou fios conspicuos em leques (5). Nao ocorreu
alteracdo no comprimento da franja. No isolado nimero 762 ocorreu alteracdo da

colénia (Figuras 12 A e B).
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Tabela 10. Concentragdo Fungicida Minima, formacgéo de tubo germinativo e clamidoconideo
dos isolados hiolégicos e das cepas padrao ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans expostos ao
Oleo essencial de Eugenia caryophyllus Sprengel na dose subinibitéria.

. Tubo
Eugenia CFM* Germinativo -gétr)r?linativo Clamidoconideq Clamidocoideo
caryophyllus
Antes da Apos a Antes da Apos a
% atividade do | atividade atividade do atividade
Cepas Padr&o/ pg/mL (v/v)*¥ do dleo do 6leo do 6leo do 6leo
Isolados essencial essencial essencial essencial
87,89
ATCC60193 0,09 | presente NR*** Presente NR
87,89 0.09
) Presente NR Presente NR
175,78 0.19
14 ' Presente Presente Presente Presente
175,78 312
19 ! Presente Ausente Presente Ausente
87,89
660 0,09 Presente NR Presente NR
2812,50
668 3,12 Presente Ausente Presente Presente
351,56 0.39
686 ) Presente Ausente Presente Presente
351,56
762 0,39 Presente Presente Presente Presente
351,56 0.39
874 ) Presente Presente Presente Presente
1406,25 |1 56
938 ' Presente Presente Presente Presente
703,12
947 0,78 Presente Presente Presente Presente
703,12 078
949 ) Presente Presente Presente Presente
175,78
954 0,19 Presente Ausente Presente Ausente
175,78 0.19
973 ) Presente Ausente Presente Ausente
351,56
982 0,39 Presente Presente Presente Presente
87,89
993 0,09 Presente NR Presente NR
175,78 0.19
1009 ) Presente Ausente Presente Presente
87,89
1026 0,09 Presente NR Presente NR

Condi¢bes do estudo: Pesquisa da concentracdo fungicida minima CFM em placas de

microdiluicdo e apos leitura em 24 horas: Pesquisa da atividade fungistatica

e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenga de

crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade

fungicida (CFM) ,resultado em % e ug/mL

*CFM: concentracéo fungicida minima

** y/v: volume por volume em porcentagem

*** NR N&o realizado nos isolados sensiveis a concentragdo de 87,89 ug/mL
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Tabela 11. Atividade enzimatica (producdo de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e

morfotipos dos isolados bioldgicos e das cepas padrdao ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans

expostos ao 6leo essencial de Eugenia caryophyllus Sprengel na dose subinibitéria.

H i Kk kK] 1 H H
Eugenia CEM* Protelna';sze Protemg;e Fosfollp';azse Fosfollps;e Morfotipos**+*| Morfotipos
caryophyllus
Antes da Apés a Antes da Apés a Antes da Apos a
/mL % atividade do | atividade atividade do | atividade atividade do atividade
Cepas Padré&o/ Hg (v/v)** do dleo do éleo do dleo do dleo do dleo do éleo
Isolados essencial essencial essencial essencial essencial essencial
87,89
ATCC60193 0,09 1 NR** 0,39 NR 5346 NR
7
87,89 0,09 1 NR 1 NR 5346 NR
17578 | o019
14 : 1 0,43 1 0,43 7336 7336
19 175,78 1312 0,39 1 1 1 5346 5346
87,89 009
660 : 0,40 NR 1 NR 5346 NR
2812,50
668 3,12 0,42 1 0,48 1 7336 5346
351,56
686 0,39 1 1 0,54 1 5346 5346
35156 |39
762 : 1 1 1 1 5346 5335
351,56
874 0,39 1 1 1 1 5336 5346
1406,2
938 06.25 | 1,56 0.36 1 0,42 1 5305 5335
703,12
947 0,78 1 1 0,39 1 5336 5346
703,12
949 0,78 0,32 1 1 1 7336 5346
17578 | o019
954 : 0.36 1 1 0,48 7336 5346
175,78
973 0,19 1 1 0,37 1 5346 5346
351,56
982 0,39 1 1 0.45 1 5346 5346
87,89
993 0,09 1 NR 0,33 NR 5336 NR
175,78
1009 0,19 0,28 1 0,37 1 5336 5336
87,89 0.09
1026 : 0,40 NR 0,37 NR 5331 NR

Condi¢bes do estudo: Pesquisa da concentracdo fungicida minima CFM em placas

microdiluicdo e apos leitura em 24 horas: Pesquisa da atividade fungistatica

e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenca de

crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade

fungicida (CFM) ,resultado em % e pg/mL
*CFM: concentracdo fungicida minima

** y/v: volume por volume em porcentagem

*** NR N&o realizado nos isolados sensiveis a concentragdo de 87,89 ug/mL

***Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - inice 1

0,64 < Pz < 1,0= Atividade enziméatica positiva — indice 2

Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva — indice 3

*+*Codigo dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter et al.,1989
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A B

Figura 12 A e B. A - Isolado 762 - morfotipo 5346 antes do contato com 6leo essencial de Eugenia
caryophyllus.
B - Isolado 762 - morfotipo 5335 apds contato com dleo essencial de Eugenia

caryophyllus

Tabela 12. Valores de CFM 50 e CFM 90 do ¢6leo essencial de Eugenia caryophyllus Sprengel
sobre cepas padréo ATCC 60193 e ATCC 90028 e isolados de C. albicans

Oleo essencial de Concentracéo Fungicida Minima
Eugenia caryophyllus (CEM)
CFM 50* CFM 90**
pa/mL - % (v/v) pa/ml - % (viv)
Candida albicans 175.8 - 0,19 703.1— 0,78

Condig8es do estudo: Pesquisa da Concentracao fungicida minima (CFM) em placas de agar
Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: resultado em pg/mL
CFM: concentracdo fungicida minima
*CFM 50 CFM de um antifungico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.
*CFM 90 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados
v/v: volume por volume em porcentagem
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45 Atividade do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel sobre C.

albicans

Os isolados e as cepas padrdo ATCC 60193 e ATCC 90024 de C. albicans
foram sensiveis ao 6leo essencial de Melaleuca aternifolia até a concentracdo de
703,12 pg/mL (0,78%). (Tabela 13).

Os valores de CFM 50 e CFM 90 para o Oleo essencial de Melaleuca
aternifolia, nos diferentes isolados e cepas padrédo foram 1406,50 pyg/mL (1,56%) e
2812,50 pg/mL (3,12%), respectivamente (Tabela 15).

A formacdo de tubo germinativo e clamidoconideo nos isolados e cepas
padréo foram mantidas ap6s contato com o 6leo essencial de Melaleuca aternifolia na
dose subinibitdria. A inibicdo da formac&o do tubo germinativo ocorreu apenas nos
isolados 660 e 1026. (Tabela 13).

A producédo de proteinase foi inibida nos isolados 938, 949,1009 e 1026. Os
isolados 686, 762, 874, 947, 973 e 982 nao produtores passaram a produzir esta
enzima. A producéo de fosfolipase foi inibida frente a este 6leo essencial nos isolados
938, 973, 1009 e na cepa padrédo 60193. Sete isolados n&o produtores (14,19,660,
762, 874, 949 e 954) passaram a produzir esta enzima (Tabela 14).

A producéo de franjas nos isolados numeros 668, 949 e 954, apds contato com
0 Oleo essencial de Melaleuca aternifolia nas concentracdes sub inibitérias passaram
de continuas com filamentos paralelos (7) para continua, somente na periferia ou fios
conspicuos em leques (5). E nos isolados 762 e 947 as franjas passaram de continua,
somente na periferia ou fios conspicuos em leques (5) para continuas com filamentos
paralelos (7) Nao ocorreu alteracdo no comprimento da franja. No isolado numero 762

ocorreu alteragdo na coldnia (Figuras 13 A e B).
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Tabela 13. Concentragdo Fungicida Minima, formacgéo de tubo germinativo e clamidoconideo
nos isolados biolégicos e nas cepas padrdao ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans expostos ao

6leo essencial de Melaleuca aternifolia Cheel na dose subinibitéria.

Tubo
Melaleuca CFM* Germinativo gi?%inativo Clamidoconideq Clamidocoideo
aternifolia
Antes da Apds a Antes da Apés a
% atividade do | atividade atividade do atividade
Cepas Padrdo/ | pg/mL (v/v)** do dleo do dleo do éleo do dleo
Isolados essencial essencial essencial essencial
1406,25
ATCC60193 1,56 Presente Ausente Presente Presente
703,12
0,78 Presente Presente Presente Presente
1406,25 | 156
14 ) Presente Presente Presente Presente
703,12 0.78
19 ' Presente Presente Presente Presente
1406,25 | 154
660 ' Presente Ausente Presente Presente
1406,25 | 156
668 ' Presente Presente Presente Presente
1406,25 | 156
686 ' Presente Presente Presente Presente
281250 |312
762 ) Presente Presente Presente Presente
2812,50 |312
874 ' Presente Presente Presente Presente
1406,25 |15
938 ' Presente Presente Presente Presente
703,12 078
947 ' Presente Presente Presente Presente
1406,25 | 156
949 ' Presente Presente Presente Presente
703,12 078
954 ) Presente Presente Presente Presente
1406,25 | 156
973 ' Presente Presente Presente Presente
1406,25 | 154
982 ' Presente Presente Presente Presente
1406,25 | 156
993 ' Presente Presente Presente Presente
2812,50 |312
1009 ' Presente Presente Presente Presente
281250 | 312
1026 ) Presente Ausente Presente Presente

Condi¢bes do estudo: Pesquisa da concentracdo fungicida minima CFM em placas de
microdiluicdo e apos leitura em 24 horas: Pesquisa da atividade fungistatica
e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presencga de
crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade
fungicida (CFM) ,resultado em % e ug/mL
*CFM: concentracdo fungicida minima

** y/v: volume por volume em porcentagem
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Tabela 14. Atividade enzimatica (producdo de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e

morfotipos dos isolados bioldgicos e das cepas padrdo ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans

expostos ao 6leo essencial de Melaleuca aternifolia Cheel na dose subinibitéria.
1 *kk 1 H H
Melalguc_a CEM* Protelna';sze Protem;;e Fosfollp:DaZse Fosfollps;e Morfotipos**+* | Morfotipos
aternifolia
Antes da Apés a Antes da Apés a Antes da Apos a
/mL % atividade do | atividade atividade do | atividade atividade do atividade
Cepas Padrao/ | H9 (v/v)** do dleo do éleo do dleo do dleo do dleo do éleo
Isolados essencial essencial essencial essencial essencial essencial
1406,25
ATCC60193 1,56 1 1 0,39 1 5346 5346
703,12
03, 0,78 1 1 1 1 5346 5346
1406,25 | 156
14 : 1 1 1 0,47 7336 7336
703,12
19 0,78 0,39 0,33 1 0,39 5346 5346
1406,2
660 06.25 | 156 0,40 0,42 1 0,42 5346 5346
1406,25
668 1,56 0,42 0,38 0,48 0,46 7336 5346
1406,2
686 06.25 | 156 1 0,41 0,54 0,42 5346 5346
281250 | 312
762 : 1 0,4 1 0,47 5346 7335
2812,50
874 3,12 1 0,43 1 0,47 5336 5346
1406,2
938 06.25 | 1,56 0.36 1 0,42 1 5305 5335
703,12
947 0,78 1 0,45 0,39 0,43 5336 7335
1406,25
949 1,56 0,32 1 1 0,48 7336 5346
70312 |78
954 : 0.36 0,46 1 0,44 7336 5346
1406,25
973 1,56 1 0,47 0,37 1 5346 5346
1406,25
982 1,56 1 0,42 0.45 0,42 5346 5346
1406,25
993 1,56 1 1 0,33 0,47 5336 5346
2812,50
1009 3,12 0,28 1 0,37 1 5336 5346
281250 | 312
1026 : 0,40 1 0,37 0,48 5331 5346

Condi¢bes do estudo: Pesquisa da concentracdo fungicida minima CFM em placas
microdiluicdo e apos leitura em 24 horas: Pesquisa da atividade fungistatica
e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenca de
crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade
fungicida (CFM) ,resultado em % e pg/mL
*CFM: concentracdo fungicida minima
** y/v: volume por volume em porcentagem
***Atividade enzimética Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimética - inice 1
0,64 < Pz < 1,0= Atividade enzimatica positiva — indice 2
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva — indice 3

*+*xCodigo dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter et al.,1989
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Figura 13 A e B. A: isolado 762. Morfotipo 5346 antes do contato com 6leo essencial de M. alternifolia

Cheel.

B: isolado 762. Morfotipo 7335 apds contato com 6leo essencial de M. alternifolia Cheel.

Tabela 15. Valores de CFM 50 e CFM 90 do 6leo essencial de Melaleuca aternifolia Cheel sobre cepas padréo

ATCC 60193 e ATCC 90028 ¢ isolados de C. albicans

Oleo essencial de
Melaleuca alternifolia

Concentracdo Fungicida Minima

(CFM)

CFM 50*
pg/mL - % (v/v)***

CFM 90**
pg/ml - % (viv)

Candida albicans

1406,50 - 1,56

2812,50 — 3,12

CondigGes do estudo: Pesquisa da Concentracao fungicida minima (CFM) em placas de agar

Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: resultado em pg/mL

CFM: concentragdo fungicida minima
*CFM 50 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.

*CFM 90 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

*** y/v: volume por volume em porcentagem
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4.6 Atividade do 6leo essencial de Thymus vulgaris Lin sobre C. albicans

Os isolados 14, 660, 686, 762, 947, 954, 982, 993 e a cepa padrdo ATCC
60193 de C. albicans foram sensiveis ao 6leo essencial de Thymus vulgaris até a
concentracéo de 87,89 pg/mL (0,09%). (Tabela 16).

Os valores de CFM 50 e CFM 90 para o 6leo essencial de Thymus vulgaris
nos diferentes isolados e cepas padréo, foram 87,89 ug/mL (0,09%) e 351,56 pg/mL
(0,39%), respectivamente (Tabela 18).

A pesquisa de tubo germinativo e clamidoconideo apés contato com o 6leo
essencial de Thymus vulgaris (dose subinibitéria) foram realizadas apenas nos
isolados sensiveis a concentracbes acima de 87,89 pg/mL. Nove isolados foram
sensiveis a esta concentracdo. O isolado 938 e a cepa padrdo ATCC 90028
apresentaram tubo germinativo e clamidoconideo sob a influéncia desse Oleo
essencial (Tabela 16).

A pesquisa de producdo de proteinase e fosfolipase também foi realizada
apenas nos isolados sensiveis a concentracdes acima de 87,89 ug/mL A producéo de
proteinase foi inibida apenas na amostra 1009 e o isolado ndo produtor 874 passou a
produzir esta enzima. A producao de fosfolipase foi inibida frente a este dleo essencial
apenas no isolado 1009 e dois isolados ndo produtores (19 e 874) passaram a produzir
esta enzima. (Tabela 17).

A pesquisa de producdo de franjas também foi realizada apenas nos isolados
sensiveis a concentracdes acima de 87,89 ug/mL. Nos isolados niumeroa 668 e 949,
apos contato com o Oleo essencial de Thymus vulgaris nas concentracdes sub
inibitorias, as franjas passaram de continuas com filamentos paralelos (7) para
continua, somente na periferia ou fios conspicuos em leques (5). Nao ocorreu
alteracdo no comprimento da franja. No isolado nimero 668, ocorreu alteragdo na

colénia (Figuras 14 A e B).
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Tabela 16. Concentracéo Fungicida Minima, formacao de tubo germinativo e clamidoconideo,
nos isolados biolégicos e nas cepas padrdao ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans expostos ao

Oleo essencial de Thymus vulgaris Lin na dose subinibitéria.

Tubo
. L Tubo . . n z
*
Thymus vulgar|s CFM Germinativo L R Clamidoconideq Clamidocoideo
Antes da Apés a Antes da Apés a
% atividade do | atividade atividade do atividade
Cepas Padréo/ pg/mL (v/v)** do dleo do 6leo do 6leo do 6leo
Isolados essencial essencial essencial essencial
87,89
ATCC60193 0,09 Presente NR Presente NR
351,56 0,39 Presente Presente Presente Presente
87,89 0.09
14 ) Presente NR Presente NR
175,78 019
19 ' Presente Ausente Presente Ausente
87,89
660 0,09 Presente NR Presente NR
351,56 0.39
668 ' Presente Ausente Presente Presente
87,89
686 0,09 Presente NR Presente NR
87,89 0.09
762 ) Presente NR Presente NR
703,12 078
874 ' Presente Ausente Presente Presente
351,56
938 0,39 Presente Presente Presente Presente
87,89 0.09
947 ' Presente NR Presente NR
175,78 0.78
949 ' Presente Ausente Presente Presente
87,89 0.09
954 ) Presente NR Presente NR
175,78 0.19
973 ' Presente Ausente Presente Ausente
7
982 8789 0,09 | presente NR Presente NR
87,89 0.09
993 ) Presente NR Presente NR
175,78 0.19
1009 ' Presente Presente Presente Ausente
175,78 0.09
1026 ' Presente Ausente Presente Ausente

Condi¢des do estudo: Pesquisa da concentragao fungicida minima CFM em placas de
microdiluicdo e apos leitura em 24 horas: Pesquisa da atividade fungistatica
e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenca de
crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade
fungicida (CFM) ,resultado em % e pg/mL
*CFM: concentracao fungicida minima
** y/v: volume por volume em porcentagem

**NR N&o realizado nos isolados sensiveis a concentragdo de 87,89 pg/mL
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Tabela 17. Atividade enzimatica (producdo de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e

morfotipos dos isolados bioldgicos e das cepas padrdo ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans

expostos ao 6leo essencial de Thymus vulgaris Lin na dose subinibitoria.

. Proteinase**** Proteinase | Fosfolipase | Fosfolipase . .
Thymus vulgaris CFM* p7 p7 p7 pz | Morfotipos**** | Morfotipos
Antes da Apés a Antes da Apés a Antes da Apos a
mL % atividade do | atividade atividade do | atividade atividade do atividade
Cepas Padré&o/ Hg (v/v)** do dleo do éleo do dleo do dleo do dleo do éleo
Isolados essencial essencial essencial essencial essencial essencial
87,89
ATCC60193 0,09 1 NR** 0,39 NR 5346 NR
351,56 |0.39 1 1 1 1 5346 5346
87,89 0.09
14 : 1 NR 1 NR 7336 NR
175,78
19 0,19 0,39 0,45 1 0,46 5346 5346
7
660 87,89 0,09 0,40 NR 1 NR 5346 NR
351,56
668 0,39 0,42 0,47 0,48 0,41 7336 5346
-
686 87,89 0,09 1 NR 0,54 NR 5346 NR
87,89 0.09
762 : 1 NR 1 NR 5346 NR
703,12
874 0,78 1 0,40 1 0,42 5336 5346
351,56
938 0,39 0.36 0,38 0,42 0,42 5305 5346
87,89
947 0,09 1 NR 0,39 NR 5336 NR
175,78
949 0,78 0,32 0,39 1 1 7336 5346
87,89
954 0,09 0.36 NR 1 NR 7336 NR
175,78
973 0,19 1 1 0,37 0,38 5346 5346
7
982 87,89 0,09 1 NR 0.45 NR 5346 NR
87,89
993 0,09 1 NR 0,33 NR 5336 NR
175,78
1009 0,19 0,28 1 0,37 1 5336 5346
175,78
1026 0,09 0,40 0,47 0,37 0,42 5331 5346

Condi¢bes do estudo: Pesquisa da concentracdo fungicida minima CFM em placas

microdiluicdo e apos leitura em 24 horas: Pesquisa da atividade fungistatica

e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenca de

crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade

fungicida (CFM) ,resultado em % e pg/mL
*CFM: concentracdo fungicida minima

** y/v: volume por volume em porcentagem

*** NR N&o realizado nos isolados sensiveis a concentragdo de 87,89 ug/mL

*+*Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - inice 1

0,64 < Pz < 1,0= Atividade enziméatica positiva — indice 2

Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva — indice 3

**+*Codigo dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter et al.,1989
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A B

Figuras 14 A e B. A - Isolado 668. Morfotipo 7336 antes do contato com 6leo essencial de Thymus

vulgaris Lin
B - Isolado 668. Morfotipo 5346 apos contato com 6leo essencial de Thymus

vulgaris Lin

Tabela 18. Valores de CFM 50 e CFM 90 do dleo essencial de Thymus vulgaris Lin sobre
cepas padrdo ATCC 60193 e ATCC 90028 e isolados de C. albicans

Oleo essencial de Concentracdo Fungicida Minima

Thymus vulgaris
ymus vulgari (CEM)

CFM 50* CFM 90**
pg/mL - % (viv)*** pg/ml - % (viv)

Candida albicans 87,89 -0,09 351,56 - 0,39

Condigdes do estudo: Pesquisa da Concentracado fungicida minima (CFM) em placas de &gar
Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: resultado em pg/mL
CFM: concentracao fungicida minima
*CFM 50 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.
*CFM 90 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

*** y/v: volume por volume em porcentagem
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4.7 Valores de CFM 50 e CFM 90 dos 6leos essencias sobre C. albicans

Na tabela 19, observam-se os valores de CIM 50 e CIM 90 para os 6leos
essenciais de Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus,

Melaleuca alternifolia, Thymus vulgaris sobre C. albicans

Tabela 19. Valores CFM 50 e CFM 90 dos 6leos essencias sobre 18 cepas de C. albicans

Lemglia elbieens Concentracdo Fungicida Minima

(CFM)

Oleos essenciais CFM 50* CFM 90**
ug/mL - % (vivy** | ug/ml - % (viv)

E. citriodora 87,89 — 0,09 175,78 - 0,19
E. globulus 703,12 0,78 5625 — 6,25

E. caryophyllus 175,78 - 0,19 703,1-0,78
M. alternifolia 1406,50 — 1,56 2812,50 — 3,12
T. vulgaris 87,89 — 0,09 351,56 — 0,39

Condicdes do estudo: Pesquisa da Concentragédo inibitdria minima CIM em placas de
microdiluicéo e leitura em 24 horas: resultado em % e pg/mL
Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e
leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia
de crescimento atividade
CFM: concentragéo fungicida minima
*CFM50 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.
*CFM90 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

*** y/v: volume por volume em porcentagem
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4.8 Sensibilidade de C. albicans ao fluconazol e voriconazol

Todos os isolados e cepas padréo de C. albicans foram sensiveis ao fluconazol
e voriconazol. A média e o desvio padrdo da concentragdo inibitéria minima do
fluconazol - CIM foi de 0,31423 + 0,18577 pug/mL e para o voriconazol - CIM foi de
0,04985 + 0,07081 (Tabela 20).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para fluconazol foram de 0,125 e 0,5 pg/mL
respectivamente e para voriconazol foram de 0,012 e 0,016 pg/mL respectivamente
(Tabela 21).

Tabela 20. Valores da CIM para Fluconazol e Voriconazol sobre C. albicans

Fluconazol Voriconazol
CIM Sensibilidade | CIM Sensibilidade
Amostra | (M/mL) (Mg/mL)

14 0,19 Sensivel 0,006 Sensivel

19 0,19 Sensivel 0,012 Sensivel
660 0,125 Sensivel 0,012 Sensivel
668 0,125 Sensivel 0,08 Sensivel
686 0,75 Sensivel 0,23 Sensivel
762 0,16 Sensivel 0,002 Sensivel
874 0,32 Sensivel 0,16 Sensivel
938 0,16 Sensivel 0,002 Sensive
947 0,16 Sensivel 0,002 Sensivel
949 0,125 Sensivel 0,08 Sensivel
954 0,5 Sensivel 0,012 Sensivel
973 0,16 Sensivel 0,002 Sensivel
982 0,5 Sensivel 0,012 Sensivel
993 0,16 Sensivel 0,002 Sensive
1009 0,25 Sensivel 0,016 Sensivel
1026 0,25 Sensivel 0,004 Sensivel
ATCC 60138 0,38 Sensivel 0,012 Sensivel
ATCC 90028 0,38 Sensivel 0,012 Sensivel

Condicdes do estudo: Pesquisa da Concentracao inibitéria minima CIM Para Etest e leitura em 24-48
horas: resultado em ug/mL
*CIM: concentragdo inibitéria minima

Critérios de interpretagdo de CIM para fluconazol e voriconazol (documento M27-A2 e M27S2 (CLSI 2013)

68



Tabela 21. Valores de CFM 50 e CFM 90 do Fluconazol e Voriconazol sobre sobre cepas padrao
ATCC 60193 e ATCC 90028 e isolados de C. albicans

Concentracéo Inibitéria Minima
Candida albicans
(CIm)
CIM 50* CIM 90**
pg/mL - pg/mi
Fluconazol 0,125 0,5
Voriconazol 0,012 0,016

Condicdes do estudo: Pesquisa da Concentragao inibitéria minima CIM Para Etest e leitura em 24 horas:
resultado em pg/mL
*CIM: concentragdo inibitéria minima

Critérios de interpretagdo de CIM para fluconazol e voriconazol

(documento M27-A2 e M27S2 (CLSI 2013)
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5 DISCUSSAO



5.1 Candida albicans

Candida albicans presente na microbiota da pele e mucosa pode levar a
manifestagdes clinicas mais comuns como infec¢des superficiais, limitadas ao tecido
mucoso e/ou cutaneo, com quadros clinicos como as mucosites, esofagites e vaginitis.
Pode também promover significativos quadros clinicos de candidiase, em pacientes
transplantados, com neoplasias, acometidos pelo virus HIV, diabéticos entre outros
(Carvalho, 2003; Pinto, 2003; Carvalho et al., 2011). E ainda disseminar-se pelo
sangue e sistema linfatico, alcancando sitios, como o coracado, sistema nervoso

central, figado e pulmdes (Giolo e Svidzinski, 2010; Araujo et al., 2012),

Um organismo sadio tem a capacidade de manter leveduras como comensal e
em equilibrio perfeito, conservando o nimero de células dessas leveduras dentro de
parametros relativamente fixos. No entanto, para ocorrer a doenca € necessario que
aconteca um desequilibrio na relacdo hospedeiro-parasita, isto € que ocorra a acao
conjunta de determinantes de patogenicidade / fatores de viruléncia do microrganismo
e as desordens imunoldgicas do hospedeiro (Pires et al.,, 2001; Haynes, 2001;
Furlamento-Maia et al., 2008; Grubb et al., 2009; Rorig e Colacite, 2009; Sudbery,
2011; Jacobsen et al., 2012; Huang, 2012; Orsonio et al., 2012 e Pupulin, 2014).

A viruléncia de um microrganismo é definida como a capacidade de produzir
doenca. Apesar de certos aspectos da viruléncia serem determinados geneticamente;
estes sao expressos pelos microrganismos apenas quando existem condigdes
ambientais favoraveis, tais como: teor nutricional, atmosfera de oxigénio e
temperatura. Essas condi¢des sdo especificas para cada microrganismo e podem
variar de hospedeiro para hospedeiro e mesmo entre os diferentes tecidos de um
mesmo hospedeiro (Ghannoum e Radwan, 1990). Nenhum fator de viruléncia parece
ser responsavel individualmente pela patogenicidade, mas provavelmente uma
combinacao dos diferentes fatores que atuam em determinadas fases da infec¢éo
(Cutler, 1991; Natthews, 1994; Odds, 1994; Pires et al., 2001; Biasoli et al., 2002
Sudbery, 2011; Huang, 2012; Mayer et al., 2013).

Fatores de viruléncia que podem contribuir para a progresséo da infeccao pela
Candida podem ser: a capacidade do microrganismo em aderir-se a superficie celular,
a variabilidade fenotipica swiching e a producdo de enzimas extracelulares que

favorecem a colonizacao e invasao tecidual (De Bernardis et al., 2001; Naglik et al.,
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2003).

A adesdo é a primeira etapa no processo da colonizacdo e posterior doenca
nos casos em que ocorre desequilibrio entre microrganismo e o hospedeiro. Apos a
adesdo do microrganismo, o proximo passo € a invasao e penetracdo do
microrganismo. A capacidade de quebrar as barreiras dos hospedeiros facilita o
acesso ao nutriente e promove o crescimento do microrganismo. Todos estes
mecanismos aliados aos fatores fisicos e enzimaticos, liberados pelas leveduras
favorecem o processo infeccao (Pires et al., 2001; Haynes, 2001).

A habilidade de transformacdo morfoldégica tem sido sugerida como um
importante fator relacionando a viruléncia aumentando a capacidade de aderéncia do
microrganismo (Consolaro et al., 2005). De acordo com Chaffin et al, (1998) essa
transformacdo representa a resposta da levedura as alteragbes do meio,
possibilitando, assim sua adaptacdo em diferentes nichos biolégicos e
consequentemente a sua disseminagcdo em células humanas. Essa idéia € reforcada
ao observar-se a maior producéo de enzimas hidroliticas no processo de formacéao de
hifa, tornando esse fendmeno fundamental na patogénese de C. albicans (Ghannoum,
2000; Consolaro et al., 2005; Moreira, 2005; Ganguly e Mitchell, 2011).

A formacao do tubo germinativo é observada em espécies do género Candida,
como C. albicans. A filamentacdo da levedura inicia-se com a formacédo do tubo
germinativo que resulta na pseudohifa e hifa verdadeira (Chaffin et al., 1998). A
formacéo de tubo germinativo aumenta a capacidade do microrganismo, se ligar ao
tecido do hospedeiro, o que pode explicar a maior incidéncia de C. albicans em relacao
a outras espécies (Fidel e Sobel, 1996).

Nesta pesquisa foram estudadas duas cepas padrao e 16 isolados biologicos de
C. albicans de origem humana, desconhecidos quanto ao material biologico de onde
foram isolados e gentilmente cedidos pela Faculdade de Odontologia, Disciplina de
Estomatologia da Universidade de S&o Paulo (FO-USP). Na reidentificacéo todas as
cepas padréo e isolados apresentavam tubo germinativo. Mas a formacéo dessa
estrutura foi inibida apos contato com os 0Oleos essenciais em doses sub inibitérias,
especialmente frente ao 6leo essencial de E. citriodora onde a inibicdo ocorreu em
85,72% (6/7) das amostras analisadas, na concentragcdo que variou entre 175,78 a
703,12pug/mL ( 0,19 a 078%). Gauch et al., (2014) encontraram inibicdo na formacao
de tubo germinativo em 100% das amostras de C. albicans em contato direto com o

Oleo essencial de Rosmarinus officinalis Linn. na concentracdo de 4%.
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Baseando-se nas diferencas de producgéo e extenséo de franjas das colbnias
obtidas por meio da semeadura de isolados, em meio de agar extrato de malte,
Phonpaichit et al, (1987), geraram um cédigo de sete digitos que teoricamente permitia
a producao de 100 morfotipos diferentes. Estes autores encontraram um indice de
reprodutibilidade de 84% para os isolados idénticos e de 96% para o morfotipo que
diferia em um caracter. Hunter et al., (1989) sugerem que este sistema pode
correlacionar um morfotipo distinto com a capacidade de viruléncia, onde franjas
descontinuas estao presentes geralmente em isolados de infeccédo sistémica fatais.
Silva, (1999) observou franjas maiores que 3 mm em 86,5% dos isolados de pacientes
com AIDS, enquanto 42,9% dos isolados de individuos HIV negativos n&o
apresentaram franjas.

O fenbmeno switching é reversivel, de alta frequéncia e permite aos fungos
adaptarem-se as diferentes condicbes ambientais, inclusive ao organismo do
hospedeiro (De Bernardis et al., 2001). Este fenbmeno é refletido nas diferencas
morfologicas existentes nas colénias de Candida spp e nas propriedades das
superficies celulares, com consequiente alteracdo na aderéncia as células epiteliais,
podendo também determinar a sensibilidade a atividade fungica aos neutréfilos e as
drogas antifungicas (Calderone e Fonzi, 2001).

Baseando-se especialmente nas diferencas de producéo e extensédo de franjas
das colbnias obtidas por meio da semeadura de isolados, em meio de agar extrato de
malte, nesta pesquisa obtéve-se morfotipos com franjas continuas com filamentos
paralelos (7) e morfotipos com franjas continua, somente na periferia ou fios
conspicuos em leques (5) e todas com comprimento de 3 a 5 mm (3). Apés contato
com os Oleos esséncias nas doses subinibitorias estes ndo inibiram a producéo de
franjas mas alteraram as franjas, que passaram de continuas com filamentos paralelos
(7) para continua, somente na periferia ou fios conspicuos em leques (5) ou de
continua, somente na periferia ou fios conspicuos em leques (5) para continuas, com
filamentos paralelos (7). N&o ocorreu alteragdo no comprimento da franja (Figuras 9,
11,12,13 e 14). Observou-se também alteracdo nos codigos que caracterizam os
morfotipos entre algumas amostras durante o experimento.

Giammanco et al., (2005), relataram que o tempo de estocagem dos isolados
afetam a reprodutibilidade do teste de morfotipagem, pois um teste realizado com
isolados estocados ha um ano, revelou mudancas nos cédigos que caracterizam os

morfotipos. De Bernardis et al. (1998) e Giammanco et al. (2005), também relatam
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gue diferencas nas condi¢cdes ambientais afetam a expresséo de varios genes em C.
albicans. Se mudancas nas condicbes ambientais afetam a expresséo de varios genes
essa possa ser a esplicagcéo para a alteracdes observadas na morfologia das col6nias

apos contato com os 0leos essenciais.

C. albicans, como muitos microrganismos patogénicos possuem enzimas
hidroliticas que destrdem, alteram ou prejudicam a integridade da membrana celular
do hospedeiro, levando a uma disfuncéo ou interrupcéo das atividades, uma vez que
as membranas contém lipideos e proteinas, constituindo-se em alvo do ataque
enzimético (Pires, 2001). A produc¢édo de exoenzimas reflete o grau de patogenicidade
de um microrganismo.

A exoenzima proteinase degrada tecidos do hospedeiro e destroem
gueratina, colageno, albumina, fibronectina, hemoglobina e proteinas da matriz
extracelular bem como proteinas importantes para o sistema imune, digerindo as
imunoglobulinas e parte do sistema complemento no local da infecgéo (Casadevall &
Perfect, 1998). Campos e Baroni (2010), relatam que quanto maior o potencial de
viruléncia manifestado nos diferentes mecanismo dessa viruléncia utilizados pelo
microrganismo, associado a quadros de imunodepressao do hospedeiro, aumenta a
possibilidade de penetracdo da levedura e conseguente infeccdo dos diferentes
tecidos do paciente (Pires et al., 1996; 2001; Ombrella et al., 2008; Khumar, 2010;
Pupulin, 2014).

A exoenzima fosfolipase atua na hidrolise dos fosfolipidios dando origem a
lisofosfolipidios, que causam dano a célula epitelial. (Pires et al., 1996; Santangelo et
al., 1999; 2001; Ombrella et al., 2008; Khumar, 2010; Pupulin, 2014). Além disso,
destroi substancias surfactantes nos pulmdes, facilitando a adesdo da levedura ao
tecido (Vidotto et al., 1996; Karkowska-Kuleta et al., 2009). Pires et al., (2001) e Cotter
et al. (2013) observaram altas taxas de mortalidade em camundongos inoculados com
cepas de C.albicans, fortemente produtoras de fosfolipases.

A producéo de proteinase e fosfolipase foi avaliada antes e ap6s contato com os
Oleos essenciais segundo a técnica descrita por Ruchel et al (1982) para proteinase e
fosfolipase a técnica descrita por Price et al (1982).

A atividade enzimatica da proteinase foi observada pela formacao de um halo ao
redor da colbnia (PZ), decorrente da degradacédo da albumina bovina fracdo V na

presenca de proteinase. PZ é igual & razdo entre o diametro da colénia (dc) e o
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diametro da colbnia (dc) + diametro de degradagéo (zd) = PZ =dc/dc + zd.

A atividade enzimatica da fosfolipase é observada pela formacgéao de um halo de
precipitacdo ao redor da colonia (PZ), decorrente da formacdo de compostos
insolUveis entre o calcio e fosfolipidios presentes na gema de ovo. PZ é igual a razéao
entre o diametro da colonia (dc) e o diametro da colbdnia (dc) + diametro de prcipitagao
(zp) = PZ = dc/dc + zp.

Nesta pesquisa as duas cepas-padrao e 16 isolados biolégicos de C. albicans
de origem humana, quando reidentificadas para o estudo 50% (08/16) foram
fortemente produtoras de proteinase, 56,25% (09/16) fortemente produtoras de
fosfolipase e 25% (04/16) fortemente produtora para ambas as exoenzimas. Pupulin
et al. (2014) relatarm em seu estudo que dos 26 isolados de C. albicans, 21 (80.8%)
apresentaram producao de fosfolipase.

ApOs contato com o 6leo essencial a pesquisa de producdo das exoenzimas foi
realizada nas concentracfes sub-inibitérias nas cepas padrdo e em cada isolado
testado. Como controle da producdo das exoenzimas, isolados sem o contato com o
Oleo essencial foram avaliados simultaneamente.

Neste estudo observou-se que apds contato com os 6leos essenciais amostras
fortemente produtoras passaram a nao produzir, amostas ndo produtoras foram
estimuladas a produzir as exoenzimas enquanto outras ndo se observou alteracdo da
producdo ou mesmo ausencia de producdo. Estudos ja relataram que a producao de
exoenzimas pode diminuir dependendo do tempo de isolamento de cada amostra,
sendo necesséria uma estimulagdo para que ocorra a producao dessas exoenzimas
e com isto pode ocorrer diferencas de resultados nas amostras em diferentes estudos
(MacDonald e Odds, 1983; Ghannoum e Abu-Elteen, 1986; Chakrabarti et al.,1991,
De Bernardis et al., 1992; Ibrahim et al., 1995; Stewart et al. 1999; Hube e Naglik,
2001; Ribeiro, 2002; Kumar et al., 2006, Mohan e Ballal, 2008; Mayer et al., 2013).

5.2 Antifungicos sintéticos

O tratamento da candidiase inclui tres classes de terapia antifingica: os
azois, os poliemos e as equinocandinas Os azois entre eles o fluconazol tem sido
amplamente utilizado para o tratamento de candidiase desde a sua aprovacao pelo
Food and Drug Administration (FDA)-(USA) em 1990. Os azéis trabalham

principalmente inibindo a citocromo P450 — lanosterol, dependente da enzima 14-alfa-
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demethylase (Zonios & Bennett, 2008). Esta enzima € necessaria para a conversao
do lanosterol em ergosterol, um componente vital da membrana celular dos fungos.
O fluconazol tem um excelente perfil de seguranca e esta disponivel em formulagfes
intravenosas e oral e agora como genérico. O fluconazol é altamente biodisponivel,
tornando a administracdo oral adequada para a maioria dos pacientes (Kauffman, et
al 2015).

Resistencia de C. albicans ao fluconazol foram relatados em varios centros de
atendimento terciario e geralmente em pacientes imunossuprimidos que faziam uso
do fluconazol como profilaxia (Oxman et al , 2010; Pupulin, 2014 e Kauffman, et al
2015).

Outros azodis disponiveis incluem voriconazol, posaconazol e itraconazol:
A atividade de voriconazol contra espécies de Candida é superior a do fluconazol, No
entanto, a resisténcia cruzada entre fluconazol e voriconazol é observada com
freqUéncia, especialmente com C. glabrata (Kauffman, et al 2015).

Voriconazol tem significativamente maior atividade in vitro contra isolados de
C. krusei comparado com o fluconazol por causa da ligacdo mais eficaz da sua
isoenzima citocromo P450 (Kauffman, et al 2015).

Cuenca-Estrella et al em 2011 relataram que a resisténcia ao voriconazol néo
foi comum entre os isolados de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis. Mais foram
frequentes entre isolados de Candida glabrata e C. krusei. Relatou ainda que um
percentual significativo de isolados resistentes ao voriconazol veio de infeccdes de
orofaringe.

Nesta pesquisa estudou-se dois antifingicos azois, fluconazole e voriconazol
e todas as amostras foram sensiveis aos dois antifingicos. Mas, o aumento da
resisténcia aos antifungicos e a pouca disponibilidade de novos produtos
desenvolvidos pela industria farmacéutica tém motivado vérios estudos sobre a

atividade de novos produtos com atividade antifangica.

5.3 Oleos essenciais

Estudos vém apontando as valiosas propriedades terapéuticas de d6leos
essenciais de plantas sobre as leveduras patogénicas (Villon & Chaumont, 1994;
Carmo et al., 1998; Alves et al., 2000; Araujo, 2004; Lemos et al., 2004; Polachini,

2004 Oliveira, 2005;, Lima et al., 2006; Abrahao, 2007; Duarte, 2007; Oliveira, 2007;
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Oliveira et al., 2007, Silva, 2007; Lee et al., 2008; Araujo etal., 2009; Lee et al., 2009;
Costa et al., 2009; Costa et al., 2010; Zuzarte et al., 2011; Santos 2011; Toledo, 2013
e Gauch et al., 2014).

Os 0leos essenciais constituem os elementos volateis contidos em diferentes
orgdos da planta e estdo relacionados com diversas fun¢des necessarias a sua
sobrevivéncia (Oliveira et al., 2006). Bhavanani e Ballow (1992), relataram que cerca
de 60% dos Oleos essenciais possuem propriedades antifiingicas e 35% exibem
propriedades antibacterianas. Os 6leos essenciais sao originarios do metabolismo
secundério das plantas e possuem composi¢do quimica complexa, destacando-se a
presenca de terpenos e fenilpropandides (Goncalves et al, 2003; Silva et al., 2003;
Santos, 2011; ; Hammer et al., 2012; Toledo, 2013).

Os terpenos ou terpendides representam a maior classe de constituintes
ativos em plantas, tendo mais de 30.000 substancias descritas (Raven, 2001;
Verpooter e Maraschin; 2001). A classificacdo dos terpenos decorre do numero de
unidades isoprénicas que sao formadas por atomos de carbono. Os monoterpenos
contém duas unidades isoprénicas (10 atomos de carbonos) sdo volateis e
encontrados frequentemente nos 6leos essenciais (Simdes e Spitzer, 1999; Larcher,
2000; Raven, 2001), assim como 0s sesquiterpenos que constituem uma classe de
substancias naturais com diversos nudcleos estruturais (Brochini et al., 1999). Os
fatores ambientais na variabilidade de monoterpenos séao de grande importancia pelo
fato dessas substancias terem significado biossistematico, ecoldgico e evolutivo no
organismo vegetal (Lima et al., 2003).

Os compostos fendlicos de plantas se enquadram em diversas categorias,
como fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzéico e cinamico),
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e
ligninas (Souza et al., 2007; Van Vuuren e Viljoen, 2011; Akolade et al., 2012; Khan e
Ahmad, 2012).

Este estudo inicia-se com 5 6leos essenciais e ao final, sdo dois os 6leos
essenciais (E. citriodora e T. vulgaris) com promissora atividade anti- Candida para os
isolados analisados. Os Oleos essenciais escolhidos ja haviam sido referidos na
literatura com atividade antifingica, associada ao fato de terem sido extraidos de
plantas naturais do pais de origem e a disponibilidade dos mesmos na empresa na

época do experimento.
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5.3.1 Influéncia dos fatores abiéticos na composi¢cdo quimica dos 6leos

essenciais

Os 6leos essenciais sdo constituidos por uma mistura complexa de diversas
classes de substancias pertencentes ao metabolismo secundérios das plantas. O
metabolismo secundario por sua vez pode ser influenciado, dentre outros, por fatores
genéticos, climéticos (temperatura, intensidade de luz, efeito sazonal, etc.) e edaficos
(Souza et al., 2008; Morais, 2009; Mulyaningsih et al., 2010; Akolade et al., 2012;
Elaisse et al., 2012; Carson e Riley, 2012).

Oleos essenciais sdo freqiientemente extraidos das partes vegetais por meio
de arraste a vapor d’ agua, hidrodestilagdo ou expressdo de pericarpo de frutos
citricos, porém ha outros métodos de extracdo como a enfleurage ou enfloracéo,
extracdo por CO:2 supercritico (muito utilizado na industria) e por solventes organicos
apolares (ndo apresentam valor comercial).

Como ja relatado a composicao quimica dos 6leos essenciais € determinada
por fatores genéticos, porém, outros fatores podem acarretar alteracdes significativas
na producdo dos metabdlitos secundarios. Os metabdlitos secundarios representam
uma interface quimica entre as plantas e o ambiente. Os estimulos decorrentes do
ambiente, no qual a planta se encontra, podem redirecionar a rota metabdlica,
ocasionando a biossintese de diferentes compostos. Dentre estes fatores, ressalta-se
as interacdes planta/microrganismos, planta/insetos e planta/planta; idade e estadio
de desenvolvimento, fatores abibticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade,
nutricdo, época e horario de coleta, bem como técnicas de colheita e pds — colheita.
Estes fatores podem apresentar correlagcdes entre si, ndo atuando isoladamente,
podendo exercer influéncia conjunta no metabolismo secundario (Morais, 2009;
Mulyaningsih et al., 2010; Akolade et al., 2012; Elaisse et al., 2012; Carson e Riley,
2012).

A temperatura e a luminosidade sdo relevantes na fotossintese, pois a
interacéo destes fatores garante um ambiente ideal para o processo fisiologico (Souza
et al., 2008). As variacdes de temperatura sdo responsaveis pelas alteracdes na
producdo de metabdlitos secundarios. Os 6leos essenciais, ha maioria das vezes,
apresentam um aumento em seu teor quando as plantas produtoras se encontram em
ambientes com temperatura elevada, porém, em dias muito quentes, pode-se

observar perda excessiva dos mesmos.
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A intensidade luminosa influencia a concentragédo bem como a composi¢éo dos
Oleos essenciais. Como exemplo, o desenvolvimento dos tricomas glandulares
(estruturas vegetais que biossintetisam e armazenam o Oleo essencial) de T. vulgaris
séo processos dependentes de luz (Morais, 2009; Mulyaningsih et al., 2010; Akolade
etal., 2012; Elaisse et al., 2012; Carson e Riley, 2012).

A sazonalidade pode interferir na composicdo quimica e no teor de oOleo
essencial. Kapur et al. (1982) observaram que ao destilarem folhas de E. citriodora
Hk. durante um ano, a intervalos mensais, que a producdo de Oleo essencial foi
minima durante os meses de inverno (junho e julho), mas que aumentou gradualmente
€ permaneceu assim até os meses de setembro, outubro e novembro e alcangou o
méximo de producdo durante os meses mais quentes (dezembro a fevereiro).
Observaram que houve um pequeno declinio nos meses de marco e abril. Oliveira e
Lucchese, 2011 observaram que a variabilidade sazonal interferiu na composicéo
guimica Oleos essenciais da espécie L. thymoides bem como na atividade
antimicrobiana.

A idade e o estagio de desenvolvimento da planta podem influenciar nao
apenas a quantidade total de metabdlitos secundarios produzidos, mas a proporgéo
relativa destes compostos. Tecidos mais jovens geralmente apresentam grande
atividade biossintética, aumentando a producdo de varios compostos, dentre estes,
0s Oleos essenciais (Morais, 2009).

Com relacdo ao horario de coleta, ao longo do dia, pode-se observar que o
aroma caracteristico de cada planta torna-se mais acentuado, sendo possivel
acreditar que a concentracao de 6leos essenciais seja maior naquele periodo, ou que
esteja ocorrendo alteragao na proporc¢ao relativa entre os componentes deste mesmo
Oleo essencial. Assim, o horario de coleta das plantas torna-se um aspecto relevante
na producdo de Oleos essenciais. A colheita torna-se o ponto critico, pois se faz
necessario que se defina o momento ideal para a mesma. Todas as pesquisas na area
de metabdlitos secundarios de plantas medicinais deveriam ter como o principal
objetivo, coincidir o momento de maior expressao de principio ativo, neste caso, dos
Oleos essenciais, com 0 momento de maior rendimento de fitomassa, obtendo-se
assim, o tdo esperado sucesso (Mattos, 1996).

Por ser a agua essencial a vida e ao metabolismo das plantas, pressupde-se
gue em ambientes mais umidos a producdo de metabdlitos secundarios seja maior,

Porém, isto nem sempre ocorre. A deficiéncia hidrica, caracterizada por diferentes
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formas e intensidades, € a principal causa de perda de produtividade (Ortolani &
Camargo, 1987), porém, apresenta correlacao direta na concentracdo de metabolitos
secundarios, havendo relatos na literatura de que o estresse hidrico geralmente induz
um aumento na produtividade de alguns terpenoides.

Estudos realizados com o objetivo de avaliar a influéncia do estresse hidrico
sobre a composicao do 6leo essencial de Ocimum basilicum demonstraram que, sob
condicdes de estresse, houve redugao no rendimento de massa seca total, ocorrendo,
porém, um rendimento de 6leo essencial duas vezes maior. Os componentes do 0Oleo
essencial apresentaram alteracdes significativas, havendo reducao no percentual de
sesquiterpenos e aumento no percentual de linalol e metilchavicol (Simon et al., 1992).

Martins et al. (1995), relata que a nutrigdo € um dos fatores que requerem maior
atencdo, pois 0 excesso ou a deficiencia de nutrientes pode estar diretamente
correlacionado a variacdo na producéo de substancias ativas. Como exemplo desta
variacao pode-se citar o fosforo que contribui para o aumento da concentracéo de
Oleos essenciais em coentro (Coriandrum sativum) e funcho (Foeniculum vulgare)
Corréa Jr. et al. (1994).

Morais, 2009 observa que a alteracdo dos compostos majoritarios nos 6leos
essenciais, seja por fatores genéticos, técnicos bidticos ou abibticos, podem
influenciar diretamente na qualidade e, consequentemente, nos resultados de
tratamentos e de testes biol6gicos sobre patégenos humanos ou fitopatégenos,
podendo levar entre, os autores, divergéncia entre resultados provenientes de ensaios
realizados com as mesmas espécies vegetais e patdogenos. Para minimizar estes
equivocos nos resultados e evitar que dados ndo conclusivos sejam publicados, o
ideal é que, juntamente com os ensaios para verificacdo da atividade bioldgica, seja
realizada a andlise quimica dos 6leos essenciais avaliados, para que se possa obter
a caracterizacao fitoquimica destes.

Pelo exposto neste trabalho fez-se opcdo por adquir Oleos essenciais
comercializados por uma empresa que mostrou se preocupar com a obtencéo de
matérias-primas vegetais de qualidade, no pais de origem da planta, possibilitando
com isso a obtencdo de Oleos essenciais com composicdo quimica constante,
acarretando resultados de atividades biolégicas mais confiaveis. A empresa
encaminhou ainda um boletim técnico com a composicdo quimica e a frequéncia
desses compostos nos 6leos esséncias por ela comercializados e reanalisados quanto

a composicao neste estudo, conforme anexos 3, 4, 5, 6 e 7. Ressaltamos que em
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estudo piloto, esses Oleos essenciais analisados frente a C.neoformans em diferentes

momentos, apresentaram resultados concordantes (Santos, 2011).

5.3.2 Técnicas para 0s ensaios com 0Oleos essenciais

Sao varias as metodologias empregadas para a pesquisa da CIM dos 6leos
essenciais frente as leveduras tais como: difusdo em agar, difusdo em disco,
macrodiluicdo e microdiluicdo em caldo) e as variagdes individuais como: tamanho
do inoculo, temperatura, tempo de incubacdo e meio de cultura. Pelo exposto a
comparacao dos valores de CIM entre alguns estudos é dificultada.

A escolha do método de microdiluicdo em caldo para esta pesquisa deve-
se ao fato deste método ser de baixo custo, sem necessidade de equipamentos
complexos para leitura, ser mais sensivel que outros métodos usados na literatura,
requerem pequena quantidade de Oleos essencias e ter boa reprodutibilidade
(Ostrosky et al., 2008).

Nascimento et al. em 2007 relatam que para uma boa qualidade das analises
com 6leos essenciais, tornou-se comum a utilizacdo de agentes tensoativos como o
Tween 20, Tween 80, e os solventes DMSO e etanol, para dispersdo dos 6leos
essenciais no meio de cultura. As propriedades destes agentes auxiliam na
visualizacao dos resultados da atividade antimicrobiana dos 6leos, entretanto podem
conduzir a possiveis interagdes com a substancia testada, bem como produzirem
atividade antimicrobiana.

Tween (20 e 80): conhecidos como polissorbatos, sao tensosativos hidrofilicos
soliveis em agua e empregados para obter emulsdes do tipo 6leo e agua, como
dispersantes ou solubilizastes de 6leos. S&o sufactantes ndo ibnicos, pouco toxico
para as membranas biologicas, constituidos por ésteres de acidos graxos de
polioxietileno sorbitol. Estimulam a secrecdo de proteinas em microrganismos, além
de alterar a morfologia e as superficies da parede celular tanto de bactérias como de
fungos. A relagéo entre fluidez da membrana e o aumento da secrecdo de enzimas
fungicas, o Tween facilita a solubilizacdo dessas substancias em meios aquosos e em
solventes organicos (Giese et al., 2004; Tan, 2007).

Toledo em 2013 utilizou os tensoativos Tween 20 (polissorbato 20) e

Tween 80 (polissorbato 80) e estes ndo apresentaram atividade fungicida e
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fungistética sobre as cepas padrao de C. albicans. J4 o solvente DMSO apresentou
atividade fungicida a 25% v/v (2.500ug/mL). Embora ndo se tenha observado
diferencas dos tensoativos optou-se pelo tensoativo Tween 20 para todos 0s ensaios,
pelo fato da concentracdo ser a menor entre os dois tensoativos (20% de
polissorbato), pela facilidade de homogeneizacdo no meio de cultura e por nao
apresentar atividade fungicida. Apesar do Tween 80 apresentar 0S mesmos
resultados que o Tween 20, nao foi escolhido por se mais concentrado e com isso ser
de dificil homogeneizacdo no meio de cultura. Por outro lado Nascimento et al em
2007 recomendou a utilizacdo do Tween 20 a 0,02% como emulsificador para os

testes com 6leo essencial.

5.3.3 Atividade dos 6leos essencias sobre C. albicans

Foglio (2003), em um estudo com Artemisia annua L., encontrou uma CIM
de 1000 pg/mL a 1100 pg/mL para C.albicans, nas fragdes purificadas de
deoxiartemisinina e dihidroepioxiartenuina. Ja Sautour (2004), considerou significativa
a atividade antimicrobiana, quando os resultados atingem valores < 200 pg/mL para
compostos quimicos isolados.

Neste estudo os 6leos essencias que apresentaram maior atividade fungicida
com a menor concentracao sobre isolados de C.albicans foram o 6leo essencial de E.
citriodora que apresentou CFM 90 de 175,75 pg/mL seguido pelo éleo essencial de
T.vulgares CFM 90 de 351,56 pg/mL e E. caryophyllus CFM 90 de 703,1 pg/mL.

O oleo essencial de E. citriodora Hooker utilizado neste estudo € composto
por 93,99% de citronelal e 2,29% de B-citronelol (Anexo 3), ambos sdo compostos
guimicos do grupo dos monoterpenos com atividade fungicida. Outros constituintes
freqientemente relatados sdo os nonoterpenos 1,8-cineol ou eucalyptol (85,84%) e
alfa-pineno (9,93%), (Green, 2002; Batish et al., 2008; Gilles et al., 2010; Krobonja et
al., 2013; Kirui et al., 2014).

Ramezani et al. (2002), Araudjo et al., (2004); Bonaldo et al. (2007), Dutta et
al., (2007), Agarwal et al., (2008) e Kirui et al. (2014) relataram atividade antifangica
deste Oleo essencial, frente a diversas espécies de leveduras e fungos filamentosos.

Dutta et al., (2007), avaliaram a atividade antifingica do 6leo essencial de E.

citriodora em cepa de C. albicans, utilizando a técnica de disco-difusdo em agar
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Saboraud-dextrose e concentracdo de Oleo essencial a 100% observaram halo de
atividade equivalente a concentracdo de 85 pyg/mL.

Kirui et al. (2014), avaliaram a atividade antifingica deste 6leo essencial em
cepa de C. albicans, utilizando a técnica de microdiluicdo e observou CIM igual a 693
Mg/mL, valor superior as CFM 50 e CFM 90 encontradas no presente trabalho.

Diferencas nas concentra¢cdes podem também ser originadas pela diferenca
de técnicas utilizadas, uma vez que a difusdo pode ser influenciada pelas
propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial, do meio de cultura e se este for solido
ou liquido. (Nascimento et al. (2007), Ostrosky et al. (2009); Mendes et al. (2012)).

Quanto a atividade das doses subinibitorias sobre os fatores de viruléncia néo
foram encontrados trabalhos que avaliassem o efeito deste 6leo essencial sobre esses
fatores. Agarwal et al., (2008) relataram atividade desse 6leo essencial sobre biofilmes
de C. albicans. Identificando efeitos toxicos a estrutura e a funcdo da membrana
celular pelo eucaliptol e cintronelol, bem como interferindo na sintese e funcao de
enzimas.

O Oleo essencial de E. caryophyllus Sprengel é conhecido como 6leo de
cravo, € rico em eugenol, um derivado do grupo dos fendis. Os compostos quimicos
do 6leo essencial de E. caryophyllus sdo: eugenol (84,10%), B-cariofileno (12,67%),
a-cariofileno (1,51%) e acetato de isoeugenol (1,08%) (Anexo 5). O eugenol pertence
ao grupo dos fendis com atividade antimicrobiana e os compostos cariofilenos
pertencem ao grupo dos sesquiterpenos com atividade antinflamatoria. (Alma et al.
(2007), Affonso et al. (2012); Mendes et al. (2012) e de Sousa et al. (2012)).

Budzynska et al. (2013) avaliaram a sensibilidade de 20 isolados biolégicos
de C. albicans e as cepas padrdo (ATCC 10231 e ATCC 90028), utilizando a técnica
de microdiluicdo e observaram CIM igual a 185 ug/mL para as cepas ATCC e CIM de
46, 87 a 744,38 yg/mL para os isolados. Neste estudo a CFM 90 foi de 703,1 ug/mL.

O Oleo essencial de Ocimum gratissimum, popularmente conhecida como
alfavaca, o eugenol, principal constituinte do 6leo essencial desta planta, foram
estudados para verificar a atividade antifungica sobre C. neoformans,
Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum, utilizando a técnica de
diluicdo em agar. Como resultados foi observadao a atividade sobre C. neoformans e
P. brasiliensis. A andlise quimica desse 6leo € constituida por eugenol, timol e
terpendides entre outas substancias. J& o 6leo essencial de Ocimum basilicum L.

(manjericao), constituido especialmente por eugenol apresentou atividade antifingica
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sobre C. albicans conforme relatarm Sartorato et al., 2004; Duarte et al., 2005;
Rahimifard et al., 2008 e Lixandru et al., 2010, Estes autores atribuiram esta atividade
ao eugenol, presente em plantas do género Ocimum (Pereira e Maia, 2007) mas néo
apresentou atividade antimicrobiana frente a C. albicans no trabalho realizado por
Almeida et al., 2012.

A atividade antimicrobiana a compostos carbonilas e terpendides, como
acetato de terpelina, também tem sido relatado nos trabalhos de Bruneton (1999),
Dorman e Deans (2000), Stahl-Biskup e Sa 'ez (2002), Nostro et al. (2004), Pina-Vaz
et al. (2004) e Affonso et al. (2012).

Adam et al. (1998), Cox et al. (2000), Portela (2006) e Barbosa (2010)
observaram alteracdes morfologicas relacionadas com a capacidade do acetato de
terpenila em deformar a morfologia celular, permebializando-a. Carson et al., (2002)
relataram que eugenol e carbonilas desrregularam o metabolismo protéico celular de
C. albicans.

Carson et al., (2006) propuseram, com base em seus experimentos, que a
atividade inibitéria do eugenol estava relacionada com a alteracdo da respiracao
mitocondrial e consequente producado de energia em bactérias e leveduras, como C.
albicans. Portela (2006) j& relatou que o eugenol inibiu a producdo de amilase e
protease, além de promover danos a parede celular e lise celular. No caso de
terpenos, como o B-citronelol, Cowan et al. (1999) observaram que estes causam
desintegracdo da membrana celular de C. albicans.

Os principais compostos quimicos do 6leo essencial de E. globulus Labill sdo:
eucalipitol (80,50%) e limoneno (14,03%) (Anexo 4). Ambos sdo compostos quimicos
do grupo dos monoterpenos com atividade fungicida. Neste trabalho a CFM 90 sobre
os isolados de C. albicans foi de 5625ug/mL (6,25%). Fu et al., (2007), avaliaram a
atividade antifangica deste 6leo essencial, utilizando a técnica de microdiluicéo, frente
a cepas de C. albicans ATCC 18804 e observaram CFM igual a 10 pg/mL. Bansod e
Rai (2008), avaliaram a atividade antifangica deste 6leo essencial frente a cepas de
C. albicans e Aspergillus niger utilizando da técnica de micodiluicdo em caldo
Saboraud-dextrose, relataram uma CIM igual a 0,12%. Ja Castro e Lima (2010)
utilizando a mesma técnica encontraram CIM de 312,5 uyg.mL-1 para 76,2% das
cepas de Candida e CFM de 625 pg.mL—-1 para 81% dessas cepas. Emira et al., (2013)
avaliaram a sensibilidade deste 6leo essencial sobre cepas de C. albicans, utilizando
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a técnica de micodiluicdo em caldo Saboraud-dextrose relataram uma CIM de 0.181
+ 0.006 mg/ml.

Marzoug et al., 2011 relatou que o oleo essencial de Eucalyptus oleosa
apresentaram atividade antifangica sobre C. albicans (CIM de 0,97%) e o considerou
ainda que esta atividade estaria relacionada aos monoterpenos oxigenados e
especialmente da substancia 1,8-cineol. Esta substancia ndo foi encontrada no 6leo
essencial utilizado nesse estudo. Atividade do eucaliptol sobre C. albicans foi
observada nos trabalhos de Juergens et al., 2004; Cha et al., 2007, Serafino et al.,
2008 e Mathur et al., 2014.

N&o foram encontrados trabalhos que avaliassem o efeito do 6leo essencial de
E. globulus na producgéo de exoenzimas em doses subinibitérias. Noumi et al., (2010),
assim como Emira et al., (2013), observaram inibigdo naformagé&o do tubo germinativo
na presenca desse 06leo essencial.

Para o 0leo essencial de M. alternifolia Cheel, sobre isolados de C. albicans a
CFM 90 foi de 2812,50 pg/mL (3,12%). Os compostos quimicos do 6leo essencial de
M. alternifolia sé&o: terpinoleno (3,38%), y-terpineno (7,24%) e 4-terpineol (77,15%)
(Anexo 6). Sdo compostos quimicos do grupo dos monoterpenos com atividade
fungicida (Vila e Cafiigueral, 2006).

A literatura relata que este 6leo essencial se mostra promissor como agente
antifangico topico, com dados clinicos indicando eficacia no tratamento da dermatite
seborreica (Satchell et al., 2002) e candidiase bucal (Jandourek et al.,1998).
Experimentos in vivo em modelo animal também indicam eficicia no tratamento de
candidiase vaginal (Mondello et al., 2003; Herman et al., 2013). Atividade fungicida
em diversas espécies de fungos, incluindo C. albicans, foi observada nos trabalhos de
Bassett et al., (1990), Jandourek et al., (1998), Christoph et al (2000); D’Auria et al.
(2001), Griffin et al., (2000), Mondello et al. (2003), Hammer et al., (2012) e Budzynska
et al. (2013).

Mondello et al. (2003) avaliaram a sensibilidade de 65 isolados biolégcos de
Candida albicans, utilizando a técnica de microdiluicdo e observaram CIM 50 e CIM
90 igual a 250 pg/mL.

Toledo em 2013 utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo e estudando 66
isolados bioldgicos de C. albicans da mucosa bucal ndo encontrou isolados
resistentes ao 6leo essencial de M. alternifolia, a CFM 90 foi de 1250ug/mL (1,56%).

Os principais componentes encontrados no 6leo no estudo de Toledo, 2013 foram y-
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terpineno (19,72%) e 4-terpineol (38,12%). Neste estudo a CFM 90 foi de 2812,50
Hg/mL(3,12%) e a composicao foi de y-terpineno (7,24%) e 4-terpineol (77,15%).

O dleo essencial, apresentou composicdo majoritaria por 4- terpineol e y-
terpineol. O 6leo essencial contém aproximadamente 100 componentes ativos, sendo
a maioria monoterpenos, sequiterpenos e alcoois relacionados. Os principais
constituintes sdo 0os compostos terpinen-4-ol, 1,8-cineol, a-terpineno, y-terpineno, a-
pineno, B-pineno, a-terpineol, p-cimeno e alcoois sesquiterpénicos, que representam
cerca de 90% do oleo (Hammer et al., 2012; Emira et al., 2013).

Variacbes nesses resultados podem ser justificadas pela variagdo da
composigao quimica do 6leo essencial de M. alternifolia, como apontado nos trabalhos
de Hammer et al., (2012), Emira et al (2013), Budzynska et al. (2013) e Herman et al.
(2013). Simdes et al. (1999), Carson et al. (2006) e Hammer et al. (2014) relataram
gue um Oleo de boa qualidade contém quantidades iguais ou superiores a 2 e 5% de
cineol e entre 40 a 47% de terpinenol.

N&do foram encontrados trabalhos que avaliassem o efeito desse Oleo
essencial na producdo de exoenzimas em doses subinibitérias. No estudo de Carson
et al., (2002), observou-se que a formacédo do tubo germinativo foi completamente
inibida na presenca de 0,25 e 0,125% do 6leo, sendo observado ainda que tratamento
com concentracdo em 0,125% resultou numa tendéncia dos blastoconidios mudarem
de morfologia, de brotamento simples para gémulas multibrotantes, durante o periodo
de teste de 4 h. Estas células estavam crescendo ativamente, mas ndo se formaram
tubos germinativos. As células foram capazes de formar tubos germinativos, apés a
remocao do 6leo essencial.

Inouye (1998) observou que s respiragdo celular foi inibida em cerca 95% apoés
o tratamento com 1,0% de 6leo essencial, e cerca de 40% apos tratamento com 0,25%
deste. Hammer et al., (2004), Hammer et al., (2012) e Emira et al., (2013) observaram
gue a fluidez da membrana das células de C. albicans tratadas com o 6leo essencial
€ significativamente aumentada, confirmando a atividade desse 6leo essencial na
membrana plasmatica.

A atividade fungicida foi atribuida ao dano na membrana plasmatica e/ou
mitocondrial ocasionados por alguns compostos, incluindo-se 4-terpineol e cinenol,
conforme relatado por Jandourek et al., (1998), Christoph et al., (2000), D’Auria et al.
(2001), Mondello et al. (2003) e Hammer et al., (2012). O 6leo essencial também inibiu

0 mecanismo respratorio em forma dose-dependente no trabalho de Cox et al. (2000).
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Segundo Cox et al. (2000), compostos como o 4-terpineol estdo relacionados com a
inibicdo da respiracdo oxidativa, inducédo da deformacdo da membrana (dilatacéo)
tendo como consequéncias mudancas na permeabilidade e na atividade enzimética.

Hammer et al.,, (2004) relataram que o Oleo essencial de M. alternifolia
também induziu a acidificacdo do meio, devido a expulsdo de proton ATPase de
membrana plasmatica, que é alimentada por ATP derivado da mitocondria. Carson et
al., (2002) e Hammer et al., (2012) observaram a atividade inibitoria do eugenol sobre
a respiracao mitocondrial e consequiente producdo de energia.

O 6leo essencial de T. vulgaris foi avaliada frente a cepas de C. albicans
(ATCC 10231) por Sartorato et al. (2004) e Duarte et al. (2005), onde obtiveram a CIM
de T. vulgaris frente & mesma cepa no valor de 2000 pg/mL* e Rahimifard et al. (2008)
encontraram CIM de 0,3 pg/mL™. No estudo de Almeida et al., 2012 o dleo essencial
de T. vulgaris ndo produziram inibicdo sobre o crescimento das leveduras mesmo
diante da concentracdo inicial empregada (1024 pg/mL?t), ndo apresentando
similaridade com os resultados apresentados por Sartorato et al. (2004), Duarte et al.
(2005) e Rahimifard et al. (2008). Bruneton (1999), Pina-Vaz et al. (2004), Pinto et al.
(2006), Stahl-Biskup e Séez (2002) e Ahmad et al., (2014) também relataram a
atividade antifingica desse 6leo esencial.

Neste estudo, Oleo essencial de T. vulgaris apresentou CFM 90 de 351,56
png/mL. Nzeako e Lawati (2008) avaliaram a sensibilidade de uma cepa padréo de C.
albicans (ATCC 10231), utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo Sabouraud-
dextrose observaram CFM de 460 a 930 pg/mL. Zivkovié et al. (2013) avaliaram a
sensibilidade de isolados biologicos de Candida (10 de C. albicans, 2 de C. glabrata,
3 de C. krusei, 1 de C. parapsilosis e 1 de C. tropicalis), utilizando a técnica de
microdiluicdo e observaram CFM de 500 a 5000 pg/mL, ambos os trabalhos
apresentaram valores superiores as CFM 50 e CFM 90 encontradas no presente
trabalho.

Almeida et al., 2012 relatam ainda que a auséncia de inibigcdo no crescimento
de leveduras frente ao 6leo essencial de T. vulgaris, mesmo nos achados que
utilizaram a mesma cepa de C. albicans, podem ser atribuidas as condicdes climaticas
e disponibilidade de agua no solo, que afetam o metabolismo secundario da espécie
vegetal, podendo alterar a composi¢ao dos 0leos essenciais, de mesma espécie, nas
diferentes estacdes do ano (Freire et al., 2006). Ainda relacionado a este fato, pode-

se observar que os estagios fenoldgicos e ciclo de reproducdo podem interferir na
87



concentragéo dos fitoconstituintes (Carvalho et al., 2008).

No 6leo essencial de T. vulgaris Lin utilizados neste estudo foram detectados
nove compostos quimicos entre eles os que apresentaram maiores concentragfes
foram timol (62,13%), cimeno (14,43%) e carvacrol (5,08%) (Anexo 7). Venskutonis
(1997), Hudaib et al. (2002), Omran et al (2010), assim como Zivkovi¢ et al. (2013), ao
analisarem os constituintes do Oleo essencial, encontraram cerca de 68 a 98
compostos, sendo 0s constituintes majoritarios monoterpenos e compostos fendlicos
como timol.

Bruneton (1999); Stahl-Biskup e Sa 'ez (2002), Pina-Vaz et al. (2004), Pinto et
al. (2006), Omran et al., (2010), De Lira et al. (2012), Nguefack et al. (2012) e
Budzynska et al. (2013) relataram que a atividade antimicrobiana desse Oleo é
derivada de compostos fendlicos na sua composi¢do e a ocorréncia limitada destes
fendis na natureza € uma das razfes pelas quais os 6leos contendo timol e carvacrol
tém sido de grande interesse cientifico.

Hudaib et al., 2002 também relatam que o timol e carvacrol sédo os principais
monoterpenos existentes no Oleo essencial de tomilho, compostos fendlicos que
possuem atividade antimicrobiana O cimeno é um composto quimico do grupo dos
monoterpenos e possui atividade antimicrobiana contra Salmonella Enteritidis (Silva
et al., 2010). Segundo Burt (2004), o cimeno facilita o transporte do carvacrol através
da membrana citoplasmética para o interior da célula bacteriana. Klaric et al em 2007
relatou atividade fungicida do Oleo essencial de T. vulgaris sobre espécies de
Aspergillus.

No Oleo essencial de T. vulgaris, o carvacrol, tem sido citado como indutor de
células apoptoticas no carcinoma hepatocelular (Yin et al., 2012). Além disto, alguns
Oleos essenciais e extratos, pertencentes a espécies da familia Lamiaceae séo
relatados como antioxidantes. Assim, intensifica-se a pesquisa a cerca de tais
substancias potencialmente empregadas na industria alimenticia (Mauritti e
Bragagnolo, 2007). A atividade antifangica do carvacrol e timol, isolados de T. viciosoi,
foi avaliada frente a cepas de C. albicans. O estudo de Vale-Silva et al. (2010)
demonstrou que a concentragdo inibitéria minima e fungicida minima variaram entre
0,04 a 0,64 ug/mLt, demonstrando potencial antifingico. Neste estudo, 6leo essencial
de T. vulgaris 62,13% de timol e 5,08% de carvacrol.

Ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem o efeito deste Oleo

essencial na producdo de exoenzimas, producdo de tubo germinativo e
88



clamidoconideos. Pinto et al. (2006) utilizou citometria de fluxo para avaliar o efeito do
Oleo essencial de T. vulgaris e T. pulegioides na integridade das células fungicas de
espécies de Candida e Aspergillus. Obteve como resultados uma lesdo priméria da
membrana por atividade do 6leo, sendo dependente da dose. Este trabalho, também,
observou reducdo da composicdo de ergosterol, & semelhanca da atividade de
compostos azolicos. Esta similaridade de atividade também foi relatada por Ahmad et
al. (2010), o qual também observou o sinergismo das moléculas metil-eugenol e
eugenol com fluconazol sobre C. albicans.

Desestabilizagdo da membrana, com permeabilizacdo e perda de ATP,
promovidas pelo timol e carvacrol foram observadas por Lambert et al. (2001), Pina-
Vaz et al. (2003), Salgueiro et al. (2004), Barbosa, (2010) e De Lira et al. (2012) e
pelos compostos fendlicos como timol, p-cimeno e carvacrol por (Lambert et al., 2001;
Barbosa, 2010; Shabnum eWagay, 2011; Zivkovié et al., 2013).

Os dleos essencias de E. citriodora que tem monoterpenos na sua
composicdo quimica e T. vulgaris que apresentam compostos fendlicos sdo os que
apresentaram maior atividade fungicida com a menor concentragao sobre isolados de
C.albicans.

Espera-se com esta pesquisa ter contribuido com mais um produto natural com

atividade antifungica sobre C.albicans.
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6 CONCLUSOES



Diante dos resultados obtidos e nas condi¢gdes em que foi conduzido o presente

estudo, pode-se concluir que:

e Os Oleos essenciais de Eucalyptus citriodora e Thymus vulgaris,
apresentaram atividade fungicida sobre C. albicans, com as menores
concentracbes inibitérias em relacdo aos Oleos essenciais de

Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus e Melaleuca alternifolia,

e Com excessao do Oleo essencial de M. alternifolia, os 6leos essenciais
que alteraram a producdo do tubo germinativo e clamidoconidios

também alteraram a producao de franjas.

e Todos os 0Oleos essenciais alteraram a producdo das exoenzimas

proteinase e fosfolipase de C.albicans
e Todos os isolados e cepas padréao de C. albicans foram sensiveis aos

antifingicos fluconazol e voriconazol.

e As concentracbes fungicidas minimas do fluconazol e voriconazol
foram menores que as CFM 90 dos Oleos essenciais de Eucalyptos

citriodora e Thymus vulgaris.
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ANEXO 1: Aprovac&o do Comité de Etica do Instituto Adolfo Lutz
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COORDENADORIA DF CONTROLE Dk UOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
Comité de Ftics «m Pesquisa - CEPIAL

Av. Dr. Armakin, 355 - Sala 85 - Carquaira César - 01246-902
Fone: S06%-2859 a-mall; ssutilGaialanson br

S0 Paule, 23 de cutabre de 2010,

Prcrocolo: N§4/ 2010

Prejen de Pesquisa: “Ativiceds de dleos essenciais sokre Crondir albtoans -
Feacuisador Responsével. Murin de Fatims Cosrs Bas

Latntiigio: Tustine Adolfo Ly

@ Comlé de Fiica cm Pesquic da Isticn Adolfo Ltz - CEPIAL analisos &
daliberoa, et remidn de 21d ouubro de 2010, quz para o refeddo moj=ie NAO SE
APLICA a apreciasfio de ucordo com = Resolugin NS 196196 - que aprove s
dretrize: o nommas regulainaisions de pesquisas envolicndo ssres huntssss, €
CEPIAL comsiderou o protoson de pesquisy descrito @ dosumentids com figor
cenilicn.
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ANEXO 2:

Ficha de identificac&o de leveduras

Secdo de Micologia do Departamento de Microbiologia do ICB-USP

Procedéncia: Registro:

Observagoes:

1 Exame direto:

2 Crescimento em meios especiais

Crescimento em meio de acido graxos

3 Microcultivo e tubo germinativo
PM()BL()AR () TG () MV () CL () Outras

PM-pseudomicélio; BL-blastoconidio; AR-artrésporos, TG: tubo germinativo, MV-

micélio verdadeiro; CL-clamidoconidio;

4 Ascos e ascOsporos

Positivo Negativo Forma N° localizacdo

5 Qutras provas:

Sintese de amido Prod. Melanina TTC

6 Auxanograma:
KNO3 () Glicose () Inositol () Sacarose () Lactose () Dulcitol () Xilose ()

Rafinose () Celobiose () Melibiose () Treatose () Ramnose () Maltose ()

7 Zimograma:

Glicose () Maltose () Lactose () Sacarose ()

Diagndstico:
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ANEXO 3: Cro matografia de Eucalyptus citriodora

Composigéo e quantificagéo relativa de 6leos essenciais

Shimadzu 14B/QP5050A

Coluna: BPX5 (non polar 5% polysilphenylene)
Temperatura inicial: 60 °C

Temperatura final: 280 °C

Gradiente: 5 °C/min

Eucalyptus citriodora Lote 5750410/1

Composicao %
citronelal 93,99
B-citronelol 2,29

0 A A AR A

A,

125 -

PKNO R.TIMELTIME F.TIME A/H(sec) AREA HEIGHT
1 7.778 7.550 7.850 7.910 231574792 29275998
3 8.151 8.100 8.225 2.422 15744753 6501656
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citronelal

i 11

1
0 l,x_ L L, ;“,,;!“, L ,ms, i i
d 50 T ! g ¥ e ! T ! J i T
3490 0.04 67.00 20.11 99.10 0.44 128.05 0.02
35.65 0.04 68.95 54.64 100.25 0.03 131.05 0.02
38.90 30.64 70.25 7.08 101.25 0.02 132.05 0.03
40.95 100.00 71.20 6.37 102.25 0.03 133.05 0.04
42.10 10.01 7220 1.41 103.35 0.06 133.95 0.04
4310 17.37 73.25 0.11 105.00 0.69 136.00 2.11
4410 2.14 74.20 0.07 107.05 1.63 137.15 0.26
4505 0.35 75.45 0.11 109.05 7.30 139.00 2.86
45.95 0.07 77.00 2.39 110.20 5.66 140.10 0.24
46.95 0.05 78.95 4.80 111.15 8.10 141.20 0.03
4795 0.04 80.95 9.68 112.15 3.47 143.20 0.02
50.70 4.40 82.90 11.20 113.20 0.24 144.20 0.02
52.95 12.32 84.15 7.35 114.25 0.05 145.20 0.02
55.00 38.48 85.20 1.48 115.25 0.05 146.20 0.02
56.10 18.29 86.15 0.17 116.25 0.04 148.20 0.02
57.15 6.25 87.25 0.05 117.25 0.05 149.20 0.02
58.20 0.60 89.15 0.10 120.95 10.70 150.20 0.02
59.10 1.55 91.05 1.73 122.20 1.02 152.15 0.05
60.25 0.10 92.95 6.23 123.20 0.88 154.00 1.60
61.20 0.05 95.00 29.55 124.25 0.09 155.10 0.21
62.10 0.26 96.20 3.48 125.10 0.16 156.15 0.02
63.10 0.60 97.15 5.10 126.10 0.10
65.00 2.87 98.15 3.33 127.05 0.03
156.16
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138

158

35.00
36.15
38.90
40.90
42.10
43.10
44.10
45.10
46.45
47.45
48.25
49.10
50.10
51.10
53.00
55.00
56.15
57.15
58.156
59.05
60.00
61.00
62.00
63.10
63.95

77.05
78.25
79.20
81.00
82.15
83.15

85.25
86.25
87.15
89.00
90.00
91.15
92.95
95.00
96.20
97.20

21.07

22.14

raaae +
98.10 0.16
99.20 0.40
100.20 0.13
103.20 0.12
104.20 0.10
105.20 0.17
106.20 0.15
107.20 0.40
109.05 6.94
110.20 1.54
111.15 0.53
112.25 0.30
113.25 0.15
114.25 0.06
115.25 0.09
117.25 0.07
118.25 0.09
119.25 0.10
120.95 0.49
123.00 7.20
124.15 0.69
125.25 0.07
128.25 0.06
135.25 0.09
136.25 0.16
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139.15 0.29
156.05 0.79
157.35 0.16



ANEXO 4. Cromatografia de Eucalyptus globulus

Composicio e quantificagdo relativa de 6leos essenciais
Shimadzu 14B/QP5050A

Coluna: BPX5 (non polar 5% polysilphenylene)

Temperatura inicial: 60 °C

Temperatura final: 280 °C

Gradiente: 5 °C/min

Eucalyptus globulus Lote 2700210

Composicdo %
sabineno 1,72
B-pineno 2,58
limoneno 14,03
eucaliptol 80,50

a-terpineol 1,17

ol i i AA
125 % 75 50

T
PKNO R.TIMELTIME F.TIME A/H(sec) AREA HEIGHT MARK %Total NAME

1 2907 2.850 3.008 3.648 5167790 1416698 1.72

2 3.697 3.633 3.800 3.786 7759914 2049404 2.58

3 4744 4633 4800 3.665 42146591 11501286 14.03

4 4923 4.800 5.025 3.634 241798335 66537726 \% 80.50

5 9.178 9.125 9.258 2.916 3506360 1202657 1.7
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50 1%
34.95 0.57 5415 1.48 78.85 23.31 106.20 1.11
35.95 0.74 5515 4.76 80.10 6.63 107.05 3.47
36.95 1.21 56.25 0.54 81.056 266 108.05 0.82
39.00 24.37 57.00 0.41 82.15 0.29 109.05 0.38
40.05 21.28 58.00 3.29 83.15 0.37 115.05 0.42
4110 16.69 59.30 0.36 84.10 0.81 116.05 0.26
4290 17.95 60.30 0.32 86.20 0.53 117.05 0.37
4405 8.73 61.30 0.51 87.20 0.35 118.00 0.33
4510 1.12 62.15 0.70 88.20 0.50 118.80 0.82
46.30 0.38 63.05 1.96 91.00 40.92 119.55 0.91
47.30 0.72 65.00 5.57 92.75 100.00 120.90 5.99
48.15 0.42 66.85 10.21 94.15 6.41 122.00 0.79
49.05 2.71 68.15 2.43 95.60 0.51 135.05 0.39
50.05 2.31 69.15 0.71 96.60 0.25 135.85 1.10
51.05 7.88 70.15 0.25 102.60 0.47 136.55 1.06
52.15 3.26 75.15 0.72 103.35 1.36
53.10 7.80 77.00 23.69 105.10 7.06
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3490 0.44 56.10 0.71 83.15 0.39 109.05 0.30
. 3590 046 57.15 1.09 84.15 0.71 110.05 0.23
37.00 1.32 58.05 1.72 85.15 0.28 111.05 0.28
38.90 34.53 61.10 0.26 86.15 0.48 114.05 0.32
40.05 25.84 62.00 0.56 87.15 0.22 115.05 0.45
41.05 57.67 63.15 2.37 88.10 0.36 116.05 0.26
42.85 16.17 65.06 7.47 89.30 0.99 117.05 0.26
4405 7.16 66.95 14.09 91.00 31.88 118.05 0.24
4510 0.86 69.00 32.03 92.95 100.00 119.05 0.52
46.25 0.30 70.60 0.93 94.15 10.70 119.90 0.41
4725 049 7260 0.29 95.10 1.11 121.10 8.50
48.05 0.22 73.60 0.26 96.05 0.45 122.35 0.69
49.10 2.67 7460 0.34 97.05 0.30 134.35 0.22
50.16 2.24 75.45 0.29 102.05 0.34 135.55 1.61
51.056 8.58 77.05 25.90 103.05 0.70 136.15 2.81
52.06 4.63 79.00 30.21 104.00 0.52 137.10 0.65
53.15 10.94 80.20 10.19 105.15 2.45 143.10 0.23
5425 1.67 81.10 3.14 107.10 3.91
55.10 5.95 82.15 1.04 108.10 0.89
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3495 0.10 59.20 0.33 84.40 0.1 108.15 3.47
35.70 0.07 59.90 0.29 85.40 0.17 109.20 0.26
38.90 39.15 61.05 0.37 86.30 0.23 113.25 0.07
40.05 15.18 62.15 1.21 87.45 0.19 115.15 1.21
41.05 28.52 63.15 2.90 88.20 0.09 117.00 1.29
4215 440 65.00 11.42 89.10 0.78 119.00 5.44
43.15 5.03 67.05 100.00 91.05 24.10 120.95 12.75
44.15 1.61 68.15 77.62 92.80 74.56 122.15 1.02
4530 0.28 69.20 5.17 94.15 19.01 123.10 0.12
46.45 0.07 70.45 0.16 95.15 6.00 127.10 0.06
47.45 0.09 71.45 0.05 96.15 0.34 128.10 0.09
48.20 0.09 74.00 0.64 97.10 0.07 132.10 0.08
49.90 4.58 76.95 20.79 98.10 0.06 134.00 1.1
51.05 9.76 78.95 36.09 101.35 0.17 136.00 7.99
52.85 30.75 80.15 11.60 102.15 0.36 137.20 0.56
54.85 9.43 81.15 8.58 103.10 1.33 223.20 0.06
56.05 0.41 82.20 1.52 104.95 5.66

57.85 3.17 83.55 0.12 107.00 16.97

223.21

132



EUCALIPTOL

het Time 4933 Scan ¥ 343

71
55
93 108
1 154
125
of 1y l’ii LU il i l,“l S Y || L ki
L . N BY I E w T R A R 4
3490 0.04 68.15 15.70 98.15 0.69 127.65 0.06
35.70 0.03 69.15 21.94 99.15 0.25 128.65 0.01
38.90 22.14 71.00 33.29 100.25 0.02 129.65 0.01
40.90 36.85 72.20 1.51 102.30 0.03 130.65 0.01
42.95 100.00 73.20 0.16 103.15 0.04 131.65 0.02
4415 2.25 74.10 0.05 107.85 22.73 132.65 0.02
4510 1.96 7495 0.07 109.20 2.11 133.65 0.02
46.10 0.23 77.00 4.26 111.00 18.86 136.00 1.66
47.05 0.12 78.95 7.24 112.20 1.21 138.90 11.48
50.70 4.08 81.00 39.57 113.55 0.04 140.10 0.88
5295 11.12 82.90 18.40 115.20 0.03 141.05 0.05
5485 31.25 84.15 19.29 116.05 0.01 142.10 0.01
56.15 5.39 856.25 1.65 116.80 0.03 150.10 0.01
57.95 13.93 86.20 0.08 117.35 0.02 153.95 9.81
59.15 9.11 87.25 0.02 118.10 0.01 155.15 0.86
60.15 0.41 90.95 2.54 119.05 0.10 156.05 0.05
61.80 0.31 93.00 22.31 121.00 2.46 157.15 0.01
63.05 0.62 9495 12.04 122.20 0.18 199.10 0.01
65.00 3.37 96.15 10.51 124.90 3.49
67.00 18.56 97.20 3.25 126.15 1.15

199.11
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35.00 047 63.25 1.55 95.10 7.26
36.00 0.73 64.10 0.72 96.00 2.85
36.90 1.36 65.10 4.32 97.00 0.88
38.05 4.19 66.95 25.06 103.00 0.96
39.10 23.02 68.10 13.79 104.95 2.43
40.05 37.32 69.10 3.86 105.85 1.19
41.05 24.73 70.15 1.35 107.05 4.56
4295 7219 71.00 4.31 108.40 1.90
4410 13.80 71.75 3.21 109.45 0.60
45.05 3.10 72.75 0.62 115.45 0.66
46.25 1.00 73.75 0.51 118.45 0.51
47.25 0.68 74.75 0.57 119.40 1.63
49.05 2.76 75.75 0.87 121.05 29.22
4995 2.31 77.05 11.89 122.45 1.50
51.10 5.97 78.95 18.87 133.45 0.58
52.25 3.25 80.90 36.19 134.65 1.23
53.10 948 82.60 1.48 136.00 19.53
5415 6.57 83.60 0.88 137.10 2.12
55.05 12.51 84.60 0.94 137.90 1.28
56.05 1.70 85.60 1.17 139.00 2.83
57.25 3.60 88.60 0.51 150.0 0.5
59.00 100.00 89.60 0.73

60.20 3.06 91.70 31.83

61.25 1.23 93.10 45.12

62.25 1.22 94.15 7.03
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ANEXO 5: Cromatografia de Eugenia caryophyllus

Composigéo e quantificagdo relativa de 6leos essenciais
Shimadzu 14B/QP5050A

Coluna: BPX5 (non polar 5% polysilphenylene)

Temperatura inicial: 60 °C

Temperatura final: 280 °C

Gradiente: 5 °C/min

Eugenia caryophyllus Lote 4470310

Composigio %
eugenol 84,10
B-cariofileno 12,67
a-cariofileno 1,51
acetato de isoeugenol 1,08

9 LLL_, N~

125 =) ns 50

PKNO R.TIMELTIME F.TIME A/H(sec) AREA HEIGHT MARK %Total NAME
1 9.977 9.683 10.150 9.038 356267447 39419470 84.10
2 11.021 10.900 11.150 3.606 53655609 14878157 12.67
3 11.898 11.825 12.000 3.424 6403671 1870451 1.51
4 13.740 13.658 13.850 3.570 4573399 1280917 1.08
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38.75
40.10
41.10
42.90
4410
45.20
46.05
47.05
50.70
52.10
53.10
55.00
57.15
58.20
59.15
62.50
64.95

35.58
7.05
11.40
8.71
117
2.32
1.01
0.33
39.56
11.49
13.43
38.76
0.83
0.39
0.88
17.52
21.95
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66.15 8.07
67.20 2.07
68.15 0.86
6915 1.12
70.15 0.13
7115 925
73.95 3.56
76.90 51.96
78.20 12.46
79.15 10.56
80.90 4.28
82.15 0.38
83.20 0.12
84.25 0.13
85.85 0.88
87.20 0.57
89.05 4.61
91.05 36.50
92.20 4.54
93.20 7.46
94.15 8.85
95.15 1.33
96.05 0.28
97.25 0.16
98.15 0.26
99.16 0.09
102.95 46.32
104.20 22.96
105.20 9.67
106.90 6.07
108.80 2.33
110.05 0.26
111.10 0.06
112.10 0.03
114.90 3.76
116.20 0.78
117.20 0.98
118.85 3.43
121.00 19.34
122.10 6.52
123.10 0.75
124.05 0.21
125.10 0.03
127.20 0.11
127.95 0.11
130.95 32.83
132.75 26.84
134.15 1.99
135:15 1.92
137.00 18.46
138.10 1.20
139.00 0.12
140.15 0.02
143.15 0.04
143.95 0.03
146.85 6.92
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149.00 32.60
150.20 2.44
151.20 0.25
152.55 0.03
163.95 100.00
165.15 9.30
166.20 0.75
167.55 0.03
234.50 0.03

B-CARIOFILENO:
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34.90 0.08
36.00 0.23
38.95 38.25
40.90 100.00
42.80 17.58
4415 1.67
4515 0.28
47.30 0.10
48.15 0.11
49.05 0.40
50.90 9.42
52.90 27.72
54.95 31.05
56.15 5.14
57.20 4.84
5815 1.25
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59.20
60.30
61.15
62.85
65.00
67.00
69.00
70.20
71.20
72.35
73.35
74.10
75.10
77.05
78.95
80.20
81.20
82.25
83.15
84.15
85.20
86.25
87.25
91.00
92.90
94.20
95.15
96.15
97.15
98.20
99.20
101.00
103.05
105.05
106.20
107.20
108.20
109.20
110.30
111.20
112.20
113.15
115.05
117.00
119.056
120.15
121.15
122.20
123.16
124.10
126.15
127.90
129.20
130.15
131.15
133.00

0.44
0.18
0.07
2.42
15.02
31.03
53.85
3.34
2.01
0.21
0.15
0.11
0.58
29.37
52.74
14.44
22.23
5.27
1.82
0.45
0.21
0.18
0.22
51.60
68.07
10.98
10.28
1.68
0.46
0.11
0.07
0.08
416
33.02
16.38
19.28
5.44
8.58
1.06
1.10
0.20
0.14
2.67
3.92
19.89
16.60
10.94
2.73
1.97
0.30
0.13
0.88
0.66
0.43
2.20
35.51
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134.20 7.70
135.20 4.74
136.20 2.00
137.10 0.62
138.10 0.12
140.10 0.06
141.10 0.22
142.10 0.09
143.10 0.10
144.00 0.16
144.75 0.33
146.95 12.48
148.20 8.05
149.25 2.07
150.15 0.28
151.00 0.10
161.00 13.00
162.20 2.80
163.20 1.10
164.25 0.74
165.45 0.16
173.40 0.11
175.10 4.01
176.25 1.77
177.45 0.18
189.10 6.74
190.30 0.96
191.45 0.08
204.20 2.68
205.30 0.38
206.45 0.09
207.45 0.07
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41
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1

34.80
35.80
36.80
39.00
40.05
41.10
42.20
43.10
4410
45.15
46.10
47.10
48.55
49.30
50.10
51.10
52.95
54.95
56.10
57.05
58.10
59.10
61.10
61.95
62.60
63.25
65.05
67.05
68.20
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0.30
0.39
0.58
17.78
18.17
28.31
4.23
17.32
6.28
0.78
0.40
0.25
0.38
0.93
0.99
4.58
15.17
14.67
1.19
1.16
1.70
0.48
0.29
0.35
0.57
0.79
7.69
14.86
3.1

69.15
70.15
71.15
73.15
75.15
76.15
77.15
79.65
81.20
82.20
83.45
84.45
86.45
88.45
89.75
91.10
92.95
94.20
95.15
96.30
97.30
98.30

s

2.23
0.79
0.43
0.29
0.28
1.43
14.14
49.74
5.57
4.69
0.56
0.31
0.33
0.27
1.09
20.97
100.00
9.92
5.68
0.57
0.33
0.26

102.25 0.51
103.20 1.85
104.05 1.00
105.10 9.18
106.95 14.28
108.85 10.58
110.40 0.53

111.40 0.27
115.05 0.96
116.15 0.30
117.05 0.63
119.10 6.10
121.05 18.39
122.20 3.65
123.00 0.93
123.95 0.24
127.95 0.40
128.95 0.41
130.95 0.56
131.90 0.23
133.00 2.31
134.25 1.31
135.25 0.90
136.30 0.90
137.35 0.38
141.35 0.26
145.25 0.40
146.00 0.77
147.10 9.73
148.25 2.27
149.35 0.76
151.35 0.24
161.05 2.22
162.25 0.69
163.25 0.42
164.20 1.22
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165.25 0.30
189.15 1.15
203.20 0.29
204.25 2.57
205.00 0.60
206.85 0.32
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2.82
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70.25 0.43
71.25 0.88
7325 0.73
7425 1.92
75.20 1.50
77.05 22.33
78.25 7.58
79.25 6.26
80.35 1.20
81.35 1.93
82.35 0.50
83:35 1.12
84.35 0.99
85.35 0.59
86.35 0.72
87.35 0.44
88.25 0.65
89.20 2.46
91.00 23.49
9225 3.44
93.15 4.78
94.15 3.60
95.30 1.32
96.40 0.91
101.25 0.54
102.20 3.89
103.15 16.86
104.15 14.49
105.10 7.22
106.25 1.61
107.20 2.92
108.10 0.79
109.00 1.33
110.00 0.57
111.00 0.51
113.95 0.67
115:15.3.16
116.15 0.86
117.15 0.88
118.00 0.63
119.10 2.64
120.00 1.58
121.10 10.24
122.15 2.02
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ANEXO 6: Cromatografia de Melaleuca alternifolia

Composigao e quantificacdo relativa de 6leos essenciais
Shimadzu 14B/QP5050A

Coluna: BPX5 (non polar 5% polysilphenylene)

Temperatura inicial: 60 °C

Temperatura final: 280 °C

Gradiente: 5 °C/min

Melaleuca alternifolia Lote 2610210

Composicao %
terpinoleno 3,38
y-terpineno 7,24
4-terpineol 77,15

UJLV bl s e

125 = 375 50
PKNO R.TIMELTIME F.TIME A/H(sec) AREA HEIGHT MARK %Total NAME
1 4446 4.383 4.550 3.223 3686677 1143957 3.38
2 5374 5283 5483 3.993 7895546 1977325 7.24
3 8.734 8608 8.867 3.764 84165938 22360507 77.15
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35.55 0.58 56.25 1.39 77.10 4242 107.05 12.78
36.55 1.01 57.86 9.75 78.90 43.30 108.15 5.17
37.35 0.62 59.05 2.07 80.15 8.73 109.20 0.94
38.95 34.78 59.90 1.11 81.25 2.13 111.20 1.10
40.05 43.90 60.90 0.94 8225 1.16 114.15 0.60
41.15 25.34 61.70 0.67 84.25 1.01 1156.25 2.32
41.95 3.59 62.35 2.76 86.25 1.02 117.30 1.51
43.05 33.35 63.15 4.72 87.25 0.78 118.15 0.71
44.05 15.74 64.10 2.54 88.20 0.64 119.15 7.02
4545 1.14 65.15 13.70 89.15 2.66 121.00 80.99
46.45 0.95 66.20 1.93 91.06 64.20 122.16 7.45
49.10 3.03 67.20 5.27 92.95 100.00 - 123.15 0.93
50.05 5.83 68.30 1.49 94.10 8.54 133.15 0.65
51.10 13.71 69.25 0.74 95.20 1.29 134.15 0.92
52.15 8.89 70.25 0.71 102.10 0.88 136.05 35.21
53.156 10.57 7125 0.77 103.10 5.33 137.15 3.69
54.40 1.80 7425 1.20 105.00 22.77
55.15 7.18 75.25 1.47 106.20 4.06

137.16

146



43

|

107

h“

fy l.!: .

K]

0.27
0.65
21.47
18.24
20.84
27.00
6.26
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59.40
60.40
61.20
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63.10
64.20
65.10
66.15
67.20
68.20
69.25
72.25
74.10
75.05
77.05
78.25
79.20
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81.15
82.20
83.20
84.20
85.20
86.20
87.20
88.00
88.65
89.30
91.05
92.90
94.15
95.15
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5.48

50.84
100.00
7.09
0.44

101.65 0.38
103.10 3.07
104.20 1.70
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105.15 7.92
106.20 1.51
107.15 4.89
108.15 0.54
109.05 0.21
115.05 2.06
116.25 0.72
117.10 1.06
117.75 0.34
119.10 4.11
121.05 16.34
122.20 1.68
136.00 16.28
137.05 1.72
138.0 0.32
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34.95

36.15
38.90
40.90
42.95
4415
45.10
46.10
47.20
48.00
49.10
50.15
51.15
52.95
55.00
56.20
57.16
58.15
59.10
60.15

156.36

0.05
0.13
26.01
52.75
75.72
3.82
2.52
0.13
0.11
0.10
0.40
2.16
5.29
19.10
32.56
1.99
3.67
3.07
1.68
0.18

61.10
62.20
63.15
65.05
67.00
68.20
69.20
71.05
72.20
73.25
76.95
78.90
81.00
82.90
85.85
87.25
88.60
91.00
92.95
94.20

0.27
0.54
1.42
7.01
25.84
17.62
21.62

100.00

4.30
0.49
15.46
10.05
13.20
11.80
18.39
1.09
0.33
18.42
56.66
6.02

- .
95.15 7.25

96.30 1.18
97.20 1.63
98.20 1.10
99.20 0.23
100.30 0.05
101.30 0.05
102.30 0.15
103.10 0.42
104.15 0.28
105.15 1.18
106.95 1.89

110.85 46.18

112.25 2.54
113.75 0.09
115.15 0.36
116.30 0.09
117.15 0.29
118.95 1.15
120.10 0.37
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121.10 2.41
122.05 0.32
123.15 0.33
125.05 1.94
126.20 0.16
128.35 0.05
132.35 0.06
133.65 0.12
134.30 0.17
136.05 5.82
137.15 0.74
138.95 1.57
140.05 0.13
140.90 0.06
151.80 0.07
154.05 7.06
165.25 0.48
156.35 0.04



ANEXO 7: Cromatografia de Thymus vulgaris

Composicio e quantificacao relativa de 6leos essenciais

Shimadzu 14B/QP5050A

Coluna: BPX5 (non polar 5% polysilphenylene)

Temperatura inicial: 60 °C
Temperatura final: 280 °C
Gradiente: 5 °C/min

Thymus vulgaris Lote 10081009

Composicao %
cimeno 14,43
y-terpineno 2,55
linalool 8,49
canfora 2:37
borneol 1,34
terpineol 1,47
timol 62,13
carvacrol 5,08
| B-cariofileno 215

125
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PKNO R.TIMEIL.TIME F.TIME A/H(sec) AREA HEIGHT MARK %Total NAME

1 2.840 2.725 3.067 5.614 39556017 7046380 14.43

2 3.265 3.192 3.392 4.012 6985823 1741140 2.55

3 3.980 3.875 4.125 4.047 23269955 5750477 8.49

4 5.005 4.925 5.117 4.002 6502017 1624724 2.37

5 5538 5458 5.592 3.822 3670431 960349 1.34

6 5642 5592 5.742 3.819 4026166 1054251 \ 1.47

7 8610 8.467 8.708 4.889 170366118 34850028 62.13

8 8.748 8708 8.925 4.020 13942456 3468564 Vv 5.08

9 10.978 10.900 11.083 3.494 5897194 1687764 245
CIMENO

50-
9
7 b
R |
0 l!.h .ILI Lally P | P i ” L %
* £ ; : ™ . ! ™

3520 0.08 56.05 0.40 80.25 0.31 100.15 0.06
36.20 0.14 57.80 10.29 81.10 0.50 100.85 0.22
37.10 0.35 58.95 2.03 82.25 0.11 102.05 2.04
38.90 13.89 60.10 0.23 83.05 0.23 103.15 4.51
40.00 5.88 61.15 0.54 84.10 0.51 104.20 3.086
41.05 10.11 62.20 2.30 85.05 0.27 105.15 3.62
4215 0.95 63.15 4.23 86.10 0.37 106.20 0.38
43.05 3.43 64.90 12.00 87.10 0.50 107.20 0.20
4405 2.20 66.20 2.20 88.20 0.59 108.25 0.30
4515 0.37 67.35 0.67 89.20 2.86 109.25 0.11
46.15 0.14 68.35 0.69 91.05 28.87 110.25 0.08
47.15 0.13 69.55 0.22 92.15 2.93 111.25 0.17
49.05 0.95 71.10 0.38 93.15 3.14 112.25 0.08
50.15 3.46 72.85 0.12 9425 0.31 113.60 0.50
51.15 6.56 7415 1.10 95.20 0.23 115.05 7.80
52.15 1.81 75.20 0.99 96.40 0.15 116.95 17.11
53.15 2.30 77.00 9.72 97.40 0.10 119.05 100.00
54.25 0.19 78.20 3.30 98.40 0.14 120.20 7.72
55.10 0.62 79.15 3.03 99.40 0.1 121.20 0.48
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126.30 0.08 129.15 0.1 135.20 1.74 154.10 0.14

130.15 0.08 136.25 0.18
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35.10 0.25 56.35 0.70 81.30 1.12 108.20 1.21
36.10 0.46 57.85 6.86 8240 0.23 109.40 0.22
36.90 0.47 59.15 1.55 83.40 042 114.25 0.24
38.90 21.23 60.25 0.33 84.40 0.37 115.05 1.45
40.10 20.88 61.25 0.32 85.40 0.32 116.05 0.75
41.10 19.10 62.15 1.07 86.40 0.49 41715 122
43.00 36.47 63.15 3.49 87.40 0.23 117.95 0.51
4410 8.29 65.05 9.53 88.30 0.50 119.20 4.65
45.05 0.96 66.30 1.42 89.25 2.07 121.05 18.44
46.10 0.25 67.25 2.70 91.05 53.18 122.20 1.30
4710 0.31 68.40 0.59 92.90 100.00 123.35 0.26
48.10 0.34 69.40 0.29 9425 6.12 133.35 0.34
49.05 1.17 70.40 0.35 95.50 0.28 134.35 0.52
50.00 4.14 73.40 0.39 98.50 0.24 136.05 16.29
51.10 9.96 7440 0.83 102.20 0.84 137.40 1.05
52.75 10.26 77.00 34.10 103.15 2.48
5420 1.60 78.90 26.38 105.00 9.19
55.15 3.54 80.20 5.94 106.95 7.36

137.41
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