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RESUMO

As dermatomicoses sao infeccdes superficiais da pele, cabelo e unhas
ocasionadas por fungos dermatofitos, leveduras e fungos filamentosos né&o
dermatdéfitos (FFND), que afetam pessoas no mundo inteiro, tornando uma das
doencas dermatolégicas mais comuns. Entre todas, a onicomicose, que € uma
infeccdo fungica que atinge as unhas, é a mais prevalente. O tratamento
farmacolégico da onicomicose é, geralmente, prolongado, pouco efetivo, de custo
elevado e pode acarretar reacdes adversas. Devido a isso, a busca por novas
alternativas de tratamento tem sido intensa, principalmente, por compostos naturais.
Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade fungistatica e
fungicida dos oOleos essenciais do alecrim (Rosmarinus officinalis), alfazema
(Lavandula angustifolia), canela (Cinnamomum cassia) e melaleuca (Melaleuca
alternifolia) contra os principais fungos causadores de dermatomicoses. Dessa
forma, a atividade antifingica dos Oleos essenciais foi avaliada através da
determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) e da concentracdo fungicida
minima (CFM) frente as cepas de fungos das espécies Trichophyton rubrum ATCC®
MYA 4438, Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale ATCC® MYA 4439,
Candida albicans ATCC® 14053 e Candida parapsilosis ATCC® 22019, além de
amostras clinicas de Fusarium spp, Scytalidium spp. e Trichophyton
mentagrophytes. Foram utilizados como medicamentos de referéncia fluconazol e
terbinafina. Os melhores resultados obtidos foram da canela, com CIM e CFM
variando de 62,5 a 125 pg/mL contra T. mentagrophytes ATCC e amostra clinica,
CIM e CFM entre 15,62 e 31,25 pug/mL frente ao T. rubrum ATCC. Para as leveduras
C. albicans ATCC e C. parapsilosis ATCC, a CIM e CFM variou entre 31,25 e 62,5
pHg/mL. Porém, o resultado mais promissor foi contra Fusarium spp, que apresenta
resisténcia a maioria dos antifungicos, com CIM e CFM variando de 62,5 a 125
pg/mL. A alfazema e melaleuca apresentaram efeito fungicida contra as leveduras,
com CIM e CFM variando de 2000 a 4000 pg/mL, frente aos dermatofitos
apresentaram apenas efeito fungistatico, somente contra o T. rubrum ATCC
apresentou efeito fungicida. Ja o alecrim ndo apresentou atividade antifungica. E
assim, concluiu-se que a canela demonstrou efeito fungicida contra todos os
microrganismos avaliados, sendo mais eficiente do que os demais 6leos essenciais.

Palavras-chaves: Antifungicos. Canela. Dermatdfitos. Leveduras. Onicomicose.



ABSTRACT

Dermatomycoses are superficial infections of the skin, hair and nails caused by
dermatophyte fungi, yeasts and non-dermatophyte filamentous fungi (NDFF), which
affect people worldwide, making it one of the most common dermatological diseases.
Among all, onychomycosis, which is a fungal infection, is the most prevalent.
Pharmacological treatment of onychomycosis is usually prolonged, ineffective, costly
and may lead to adverse reactions. Because of this, the search for new treatment
alternatives has been intense, mainly, by natural compounds. The objective of this
work was to evaluate the fungistatic and fungicidal activity of the essential oils of
rosemary (Rosmarinus officinalis), lavender (Lavandula angustifolia), cinnamon
(Cinnamomum cassia) and melaleuca (Melaleuca alternifolia) against the main fungi
that cause dermatomycosis. Thus, the antifungal activity of the essential oils was
evaluated by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
fungicidal concentration (MFC) against fungal strains of species Trichophyton rubrum
ATCC® MYA 4438, Trichophyton mentagrophytes var. Interdigital ATCC® MYA
4439, Candida albicans ATCC® 14053 and Candida parapsilosis ATCC® 22019, In
addition to clinical samples of Fusarium spp, Scytalidium spp. and T.
mentagrophytes. Fluconazole and terbinafine were used as reference medicines.
The best results were obtained from cinnamon, with MIC and MFC ranging from 62,5
to 125 ug/mL against T. mentagrophytes ATCC and clinical sample, MIC and MFC
between 15,62 and 31,25 pg/mL against T. rubrum ATCC. For yeast C. albicans
ATCC and C. parapsilosis ATCC, MIC and MFC ranged from 31,25 to 62,5 ug/mL.
However, the most promising result was against Fusarium spp, which is a genus that
shows resistance to most antifungal agents, with MIC and MFC ranging from 62,5 to
125 ug/mL. Lavender and melaleuca presented a fungicidal effect against yeasts,
with MIC and MFC ranging from 2000 to 4000 ug/mL, whereas the dermatophytes
showed only fungistatic effect, only against T. rubrum ATCC with MIC and MFC
between 500 and 2000 ug/mL showed fungicidal effect. Rosemary did not present
antifungal activity. Thus, it was concluded that cinnamon showed a fungicidal effect
against all evaluated microorganisms, being more efficient than the other essential
oils.

Key-words: Antifungals. Cinnamon. Dermatophytes. Yeasts. Onychomycosis.
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1 INTRODUCAO

Os fungos s&@o conhecidos da humanidade ha séculos, tanto pelos
beneficios como por problemas que causam. Muitas doencas sdo causadas por
fungos, e em humanos e animais, eles causam infeccdes na pele e tecidos
subcutaneos. Cada tecido ou 6rgdo do corpo humano pode ser afetado, com
excecdo dos dentes. Os fungos tém sido utilizados para os mais diferentes
propositos, 0 mais antigo deles tem sido como alimento, consumindo-os diretamente
e mais tarde na producdo alimenticia de paes, queijos, cervejas e vinhos.
Posteriormente, foi descoberto o poder dos fungos na producédo de importantes
metabolitos, como a Penicilina, e estudos propiciaram a fabricacdo em larga escala
(MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA 2009).

Dermatomicoses séo infec¢des fungicas superficiais da pele, cabelo e
unhas que afetam mais de 20-25% das pessoas no mundo, particularmente nas
regides tropicais e subtropicais, tornando-lhes uma das doencas dermatoldgicas
mais comuns. Estas doencas, ainda que ndo sejam fatais, sdo consideradas um
problema de saude publica, uma vez que afetam a qualidade de vida dos individuos.
Os fungos responsaveis pela dermatomicoses incluem dermatéfitos, leveduras e
fungos filamentosos nédo dermatdfitos (FFND) (SILVA et al, 2014).

A infeccdo da unha causada por fungos, conhecida como onicomicose, é
um processo comum, numerosos estudos dos paises desenvolvidos ddao numeros
de prevaléncia posicionados entre 2-18% da populacdo (GARMENDIA; VIEDMA;
ARZA, 2008).

O tratamento da onicomicose depende do tipo clinico, 0 nUmero de unhas
envolvidas e da gravidade da infeccdo. As desvantagens das terapias sdo que 0s
tratamentos orais sdo muitas vezes limitados por interacbes medicamentosas e
elevado nivel de hepatotoxicidade, enquanto os antifungicos topicos tém uma
eficacia limitada se usado sem o desbridamento da placa ungueal. Uma combinacéo
de ambos os tratamentos topico e sistémico € frequentemente a melhor escolha
(JAYATILAKE; TILAKARATNE; PANAGODA, 2009).

Outros tratamentos alternativos para a onicomicose incluem lasers, tais
como o laser de diéxido de carbono, o laser ND: YAG e diodo 870nm, e laser de
930nm. Todos sao aprovados pela FDA (Food and Drug Administration), para a

melhoria da aparéncia estética da unha e ndo para cura micolédgica, devido a sua
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natureza minimamente invasiva e 0s poucos numeros de sessdes de tratamento
solicitados (BRISTOW, 2014).

Atualmente h& uma variabilidade maior de opc¢bes de antifingicos, tanto
topicos quanto sistémicos, mas o arsenal terapéutico ainda é bastante restrito, e é
clara a necessidade de novos antifUngicos mais eficazes e menos téxicos. Muitos
ttm o mesmo mecanismo de acdo, e pertencem ao mesmo grupo de acado
farmacoldgica, contudo, a resposta dos fungos é significativamente diferente quanto
a susceptibilidade a estes medicamentos (ALMEIDA et al, 2009).

Considerando a resisténcia intrinseca e adquirida de algumas espécies de
fungos a determinados farmacos, tornou-se evidente a necessidade de métodos de
referéncia, devidamente padronizados e validados, para que os testes de
suscetibilidade sejam amplamente utilizados na pratica clinica. A terapia prolongada
juntamente com a resisténcia a antifungicos por alguns fungos sao fatores
importantes que explicam a crescente utilizacdo destes testes, na tentativa de
estabelecer uma terapia mais adequada na cura das infeccfes fungicas (ATAIDES,
2010).

O elevado indice de resisténcia dos microrganismos aos medicamentos
atuais e a busca a novas alternativas de tratamento foi um dos principais
motivadores desse estudo. Da mesma forma, os diversos efeitos colaterais das
drogas sistémicas, como a hepatotoxicidade, tém sido incentivo para buscar opcoes
de tratamento em produtos naturais de uso topico.

Portanto, este estudo teve por objetivo avaliar, in vitro, a atividade
antifangica dos Oleos essenciais (OE) da Lavandula angustifolia (Alfazema),
Rosmarinus officinalis (Alecrim), Cinnamomum cassia (Canela) e Melaleuca
alternifolia  (Melaleuca) sobre cepas padrdo ATCC (American Type Culture
Collection) de fungos das espécies T. rubrum ATCC® MYA 4438, Trichophyton
mentagrophytes var. interdigitales ATCC® MYA 4439, Candida albicans ATCC®
14053 e Candida parapsilosis ATCC® 22019, e também sobre amostras clinicas de
Fusarium sp, Scytalidium sp. e T. mentagrophytes. Determinou-se a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Fungicida Minima (CFM) destes 0Oleos e de

dois antifingicos convencionais Fluconazol e Terbinafina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DERMATOMICOSES

Os fungos sao seres vivos eucariontes, possuem organizacao celular e
DNA delimitado por dupla membrana envolvente. Dividem-se por mitose e
apresentam células com 1um ou mais de didmetro, tém como constituintes celulares,
mitocondrias, aparelho de Golgi e reticulo endoplasmatico. Plasmidios e clorofila
sempre ausente (LACAZ et al, 2002).

Segundo Wille; Arantes; Silva (2009) as dermatomicoses sao doencas
fungicas que acometem a pele, unhas e cabelos de homens e animais, sendo
altamente prevalentes na América Latina, pois encontram nas condicbes de
temperatura e umidade do clima tropical, o habitat ideal para sua disseminacao.

As micoses cutaneas se caracterizam por serem causadas pela invasao
por fungos de toda a capa cornea da pele ou a parte queratinizada intrafolicular dos
pelos ou a lamina ungueal. O contagio ocorre através de animais, homens ou de
solo infectado (ATAIDES, 2010).

As dermatofitoses ou tinhas consistem em manifestacbes clinicas
variadas causadas por um grupo de fungos chamados dermatéfitos, que produzem
lesbes na pele, pelos ou unhas. Os fungos dermatdfitos que degradam queratina
pertencem aos géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. Dentre as
espécies patogénicas para o homem, 15 ocorrem no Brasil, as principais sdo: T.
rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, E. floccosum, M. canis e M. gypseum
(MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA 2009).

As dermatofitoses podem ser classificadas clinicamente conforme o sitio
anatdbmico acometido, sendo o termo tinea ou tinha utlizado para todas as
dermatofitoses. Acrescenta-se, a esse termo, a localizacédo da infec¢do, assim tem-
se tinea capitis (cabeca), tinea corporis (corpo), tinea cruris (virilha), tinea unguium
(unha), tinea barbae (barba), tinea manuum (mao) e tinea pedis (pé) (FIG.1)
(KAVANAGH, 2005).

As candidiases sdo micoses endogenas produzidas por espécies do
género Candida, principalmente C. albicans, comprometendo isolada ou
conjuntamente, mucosas, pele e unhas. Sdo de distribuicdo universal e atingem

todas as idades com predilecdo por alguns profissionais como trabalhadores
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domeésticos, lavadores, cozinheiros, enfermeiros (CAMPANHA; TASCA; SVIDZINSKI
2007).

Outra dermatomicose bastante prevalente é a provocada por uma
variedade de fungos filamentosos ndo dermatoéfitos (FFND), que produzem lesdes
na pele, pelo e unhas, clinicamente semelhantes as dermatofitoses. Esta
dermatomicose tem como principais agentes causadores os fungos do género
Scytalidium, Aspergillus e Fusarium (CARVALHO, 2010).

Figura 1. Caracteristicas Clinicas de Dermatofitoses

Fonte: MINS et al, 2014.
A- tinea barbae; B- tinea capitis; C- tinea corporis; D- tinea cruris; E- tinea

manuum; F- tinea pedis.

A onicomicose é a micose superficial mais frequente e de mais dificil
diagnostico e tratamento, devido a fatores intrinsecos da unha (GHANNOUM,;
ISHAM, 2014).

A estrutura da unha é composta por placa ungueal, cuticula, linula, prega

ungueal, matriz ungueal, hiponiquio, leito ungueal e raiz ungueal (FIG.2).
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Figura 2. Estrutura anatbmica do aparelho ungueal.
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Fonte: Rodgers;Bassler, 2001.

As onicomicoses constituem manifestacbes muito frequentes na
dermatologia, sendo de dificil tratamento e que ocasiona desde simples
constrangimento aos pacientes a infec¢des localizadas ou sistémicas, e sdo comuns
em pacientes portadores de imunossupressédo, insuficiéncia venosa periférica e
diabetes mellitus. Os principais fatores de risco sdo idade elevada, disturbios
hormonais, traumas locais, hiperidrose e imunossupresséao (REIS et al, 2010).

Onicomicose é uma infec¢éo fungica que atinge as unhas das maos e/ou
dos pés (VEER; PATWARDHAN; DAMLE, 2007), acometendo aproximadamente 5%
da populacdo mundial (KAUR; KASHYAP; BHALLA, 2008).

O termo onicomicose abrange outros patdégenos além dos dermatofitos,
como as leveduras do género Candida e os fungos filamentosos ndo dermatofitos
(FFND), além de leveduras exogenas (ZAITZ, 2010).

2.1.1 Classificacdo das onicomicoses

As manifestacbes das onicomicoses podem variar de acordo com a

localizacao da lesao, extensdo do comprometimento e coloracao (FIG.3).
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Figura 3 — Aspectos clinicos da onicomicose.

A B

Fonte: ATAIDES, 2010.

A- Onicomicose subungueal distal e lateral; B-
Onicomicose subungueal proximal; C- Onicomicose
superficial branca; D- Onicomicose distréfica total.

A onicomicose subungueal distal e lateral € a forma mais comum da
infeccdo, o agente infectante invade o leito da unha, comecando pelo hiponiquio e
entdo migra para regido proximal da unha através da matriz subjacente, ocorrendo
uma hiperqueratose subungueal, causando o destacamento e coloracdo amarelada
da unha (ATAIDES, 2010).

A onicomicose subungueal proximal € um subtipo relativamente incomum,
e ocorre quando o agente infectante invade a unha pela regido proximal através da
area da cuticula e migra para a regido distal, ocasionando uma destrui¢cdo da lamina
na regido proximal e podendo observar uma reacgdo inflamatoria leve (ATAIDES,
2010).

J4 a onicomicose superficial branca os fungos invadem a camada
superficial da lamina da unha, caracterizada pela localizacdo superficial do fungo no
dorso da lamina ungueal e quando a infeccéo progride as regides opacas se juntam
e a unha se torna aspera e mole (ATAIDES, 2010).
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Essas lesbes podem evoluir para a onicomicose distréfica total, que se
caracteriza pela fragilizacdo e queda de toda a lamina ungueal, persistindo apenas
alguns restos de queratina aderida ao leito ungueal (ATAIDES, 2010).

2.1.2 Etiologia

A diversidade de patdégenos causadores de onicomicose e a grande
variabilidade de apresentacdo clinica, dificulta o diagnostico e tratamento da doenca.
Na etiologia da onicomicose, estdo envolvidos fungos dermatéfitos, leveduras e
FFND. Questbes climaticas, comportamentais e patologicas influenciam
epidemiologicamente, e tais caracteristicas conferem incidéncia heterogénea de
patogenos (REIS et al, 2010).

A prevaléncia de onicomicose pode sofrer interferéncia de alguns fatores
como o diabetes mellitus. Segundo Dogra et al (2002) existe prevaléncia de 17% em
pessoas diabéticas, comparado com 6,8% na populacdo normal e pessoas com o
tipo 2 dessa endocrinopatia possuem risco 2,5 vezes maior de desenvolver
onicomicose em comparacao com pessoas normais. Outro fator que pode interferir
na prevaléncia das onicomicoses é a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA), que nesses pacientes pode variar de 15 a 40% (RAJU et al. 2005).

Dentre as 632 amostras positivas estudadas por Reis et al (2010), 36%
foram fungos dermatéfitos, 29% Candida spp. e 35% FFND. Os dermatofitos foram
responsaveis por acometerem 29% no sexo masculino e 20% nas mulheres. A
Candida spp. acometeu 12% nos homens e 20% no sexo feminino, jA os FFND
foram responsaveis por 17% no sexo masculino e 22% no feminino.

De todas as desordens que acometem a unha, 20% séo representadas
pela onicomicose (REZENDE et al, 2008). No estudo de Veer; Patwardhan; Damle
(2007) é relatado que 50% de todas as infec¢cdes que acometem a unha séo
onicomicose. Ja Araujo et al (2003) revela em seu estudo que de todas as
onicopatias, 18 a 40% sao onicomicoses.

Wille; Arantes; Silva (2009) relataram no estudo que fizeram com 40
pacientes com amostras positivas para onicomicose, 55% eram causadas por
dermatofitos e 37,5% por leveduras do género Candida spp. e 7,5% por FFND.
Dentre os dermatofitos, os agentes etioldgicos mais frequentes causadores de

onicomicose foram: Tricophyton rubrum, Tricophyton mentagrophytes e
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Epidermophyton floccosum (ARAUJO et al 2003; MARTINS et al, 2007; REZENDE
et al, 2008; WILLE; ARANTES; SILVA, 2009; REIS et al, 2010). As onicomicoses
causadas por dermatofitos sdo responsaveis por cerca de 80 a 90% destas
infeccdes (SEEBACHER et al, 2007). Ja as leveduras do género Candida spp. as
espécies mais frequentes foram: Candida parapsilosis e Candida albicans (LACAZ et
al, 2002; MARTINS et al, 2007; ATAIDES, 2010).

Nas unhas das maos em comparacdo com as unhas dos pés e em
mulheres, a Candida spp. frequentemente € o agente causador de onicomicose
(JAIN; SEHGAL, 2000). Isso pode ser relacionado ao fator ocupacional das pessoas
afetadas, como a grande exposicdo a umidade, produtos quimicos e microtraumas
gue se submetem individuos que desenvolvem servigos domésticos (JAYATILAKE;
TILAKARATNE; PANAGODA, 2009).

Sobre os fungos filamentosos ndo dermatdfitos (FFND), os principais
agentes etiologicos causadores de onicomicose: Scytalidium hyalinum, Fusarium
spp. e Aspergillus versicolor (LACAZ et al, 2002; ARAUJO et al, 2003; ATAIDES,
2010; CURSI et al, 2011). A prevaléncia de onicomicose por (FFND) pode variar de
1,45 a 22%, e sofre influéncia de acordo com a regidao geografica estudada e os
métodos diagndsticos utilizados (PALACIO et al. 2006).

2.1.3 Tratamento das onicomicoses

As onicomicoses sao tratadas através de procedimentos terapéuticos
topicos e orais (LACAZ et al. 2002; GARMENDIA; VIEDMA; ARZA, 2008) e segundo
Garmendia; Viedma; Arza, (2008). A cura clinica € mais provavel combinando
tratamento oral e topico.

Os antifungicos de uso oral promoveram grandes avancos ao tratamento
das onicomicoses. Com o desenvolvimento de compostos do grupo das alilaminas,
como a terbinafina, e dos triazois, como itraconazol e fluconazol, melhores
resultados foram observados em um menor periodo de duracdo do tratamento,
levando um aumento dos indices de cura e da diminuicdo das recorréncias
(ATAIDES, 2010).

Fluconazol, itraconazol e terbinafina tém melhorado o éxito do tratamento
sistémico, produzindo uma cura micolégica em mais de 90% das infeccdes de unha.

As razdes para as falhas do tratamento incluem as caracteristicas clinicas da
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onicomicose, como a onicomicose total, a hiperqueratose subungueal muito espessa
e dermatofitoma, o que torna dificil para a droga atingir a &rea afetada em
concentragdo ativa. Os FFND ndo respondem aos antifingicos sistémicos, pacientes
imunodeprimidos tém um progndstico ruim, e varios medicamentos podem alterar os
niveis sanguineos de antifungicos (PIRACCINI; ALESSANDRINI, 2015).

Efinaconazol solugdo a 10% e solugdo tavaborole 5% s&o novos
antifangicos tépicos para o tratamento da onicomicose induzida por dermatofitos.
Efinaconazol € uma droga promissora, aprovado pela FDA em junho de 2014. E um
novo antifingico triazol desenvolvido para o tratamento topico de onicomicose
subungueal distal e lateral leve a moderada, aplicado uma vez ao dia, sem o
desbridamento da unha. As taxas de cura sdo comparaveis as observadas com
itraconazol oral. Um estudo recente avaliou a eficacia desta solucdo em 1655
pacientes com onicomicose por um periodo de 52 semanas, encontrando que
efinaconazol foi mais eficaz no tratamento da fase inicial da doenca. A penetracéo
de um antifungico tépico através da placa ungueal requer um veiculo que é
especificamente formulado para entrega transungueal. A penetracdo ungueal pobre
limita o uso de antifungicos topicos, e recaidas e re-infeccbes sdo comuns,
ocorrendo em pelo menos 20% a 25% dos pacientes. A duracdo do tratamento é de
6-12 meses (JOYATILAKE et al. 2009).

Os principais medicamentos topicos utilizados séo ciclopirox e amorolfina
(GUPTA; KOHLI, 2003).

O laser de diéxido de carbono é o laser mais antigo e € usado raramente
hoje gracas ao advento de laseres menos invasivos. Com a ND: YAG, pequenos
ensaios clinicos tém demonstrado taxas de cura micologica tdo elevada como 87,5%
(BRISTOW, 2014).

2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais sdo produtos volateis de origem vegetal obtidos por
processo de destilacdo por arraste com vapor de agua, destilacdo por pressao
reduzida ou outro método. Eles podem se apresentar isoladamente ou misturados
entre si, retificados, desterpenados ou concentrados. Oleos essenciais retificados
sdo aqueles produtos que tenham sido submetidos ao processo de destilacao

fracionada para concentrar determinados componentes; ja os desterpenados, sao
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aqueles que tenham sido submetidos ao processo que objetiva eliminar os terpenos
e sesquiterpenos, com o que se melhoram tanto a solubilidade como a estabilidade
do material (desterpenacado). Os 6leos essenciais concentrados, por sua vez, Sao 0s
gue tenham sido parcialmente desterpenados (BRASIL, 1999).

A parte do vegetal em que o 6leo essencial é encontrado depende da
espécie e, embora todos os 6rgaos de uma planta possam acumular o6leos
essenciais, sua composicao pode variar segundo sua localizacdo na estrutura do
vegetal (SIMOES et al, 1999).

Além da parte da planta utilizada, outros fatores que podem influenciar
diretamente a composicdo, a quantidade extraida e a qualidade dos extratos
vegetais e 0Oleos essenciais € o método de extracdo, solo e regido geografica de
cultivo (BRITO, 2008).

2.2.1 Oleo essencial da Lavandula angustifolia (Alfazema)

A alfazema Lavandula angustifolia da Familia Lamiaceae, (FIG.4)
conhecida como alfazema, € um arbusto que ocorre em altitude de até 1500m,
sendo encontrada em toda a regido do Mediterraneo. E uma importante espécie
medicinal e aromatica, utilizada principalmente na extracdo de O6leo essencial.
Cultivada em vérias regibes de clima temperado do mundo todo, seu grande
potencial esta na producdo de oOleo essencial (MOON; WILKINSON; CAVANAGH,
2006), que pode ser extraido de suas folhas ou flores, sendo empregado nas
indastrias cosmética, alimenticia, farmacéutica e de perfumaria (TSURO; KODA;
INOUE, 2000).

Figura 4 — Alfazema (Lavandula angustifolia)

Fonte: SILVA, 2008
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O OE da L. angustifolia é composto por mais de 100 componentes,
principalmente terpendides, e apresenta alto teor a partir da hidrodestilagdo das
inflorescéncias, apresentando como compostos majoritarios o linalol e o acetato de
linalila. Das duas colheitas realizadas os constituintes majoritarios do 6leo foram
linalol (46,88% e 37,25%) e acetato de linalila (10,09% e 12,24%) (MACHADO et al,
2013).

Na india o OE de L. angustifolia apresentou maior teor de acetato de
linalila (47,56%) e menor teor de linalol (28,06%) (VERMA et al, 2010).

A atividade antifungica do OE da L. angustifolia, especialmente contra
Candida albicans, foi relatada por D’ Auria (2005), sendo que em 900 pg/mL, inibiu a
formacédo de tubos germinativos da levedura, reduzindo a progressao da infeccéo.

No estudo de Adam et al (1998), o 6leo essencial da L. angustifolia foi
testado contra Malassezia furfur, Trichophyton rubrum e Trichosporon beigelii,
apresentando-se inativo apenas contra M. furfur.

Em outro estudo, com as concentracdes variando de 100 a 10%, o OE de
L. angustifolia, em elevadas concentracbes demonstraram efeitos fungicidas conta
T. rubrum e T. mentagrophytes e em concentracbes mais baixas apresentaram
apenas efeito fungistatico, ou seja, ndo eliminou o agente, apenas impediu seu
crescimento (CASSELLA; CASSELA; SMITH, 2002).

Shin, (2003), demonstrou atividade antifungica do 6leo essencial de L.

angustifolia contra o Aspergillus flavus e A. niger.

2.2.2 Oleo essencial do Rosmarinus officinalis (Alecrim)

O Rosmarinus officinalis, conhecido popularmente como alecrim-de-
cheiro, alecrim-das-hortas, alecrim-comum, alecrim verdadeiro e rosmarinho € uma
planta encontrada na Regido Mediterranea e € cultivado em todo o territério
brasileiro, sendo muito utilizado para consumo (FREIRE et al, 2012).

A planta (FIG.5) possui porte subarbustivo lenhoso, ereto e pouco
ramificado de até 1,5 m de altura. Folhas séo lineares, coridceas e muito aromaticas,
medindo 1,5 a 4 cm de comprimento por 1 a 3mm de espessura. Flores azulado-

claras, pequenas e de aroma forte e muito agradavel (PENTEADO; CECY, 2011).
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Figura 5 — Alecrim (Rosmarinus officinalis)

Fonte: VALERIO; PINHEIRO, 2008.

O OE do Rosmarinus officinalis € composto principalmente por 19,4% de
1,8-cineol, 12,7% de canfora e 9,1% de I-borneol (SHIN, 2003).

Com base nos resultados apresentados no trabalho de DELIC et al,
(2013), pode-se concluir que o OE de R. officinalis tem o potencial para representar
uma boa alternativa para o tratamento de candidiase. Este estudo confirmou que o
Oleo analisado mostrou tanto atividade fungistatica contra cepas de Candida
albicans testadas.

O mesmo foi demonstrado em outro estudo, que o OE de alecrim,
contendo canfora, 1,8-cineol e verbenona como principais constituintes apresentou
atividade fungicida e fungistatica in vitro em leveduras do género Candida (CLEFF et
al, 2012).

Um trabalho que foi dedicado ao estudo da atividade antifungica do 6leo
essencial de alecrim na germinacdo, crescimento micelial e esporulacdo de
dermatofitos, teve atividade inibitoria sobre a germinacédo de todos os dermatofitos
testados em concentragbes variando desde 0,001 a 4%. De acordo com a sua
sensibilidade, os dermatoéfitos estudados podem ser classificados de acordo com a
seguinte ordem decrescente: M. gypseum, M. nanum, M. canis, T. mentagrophytes,

T. concentricum, T. rubrum, T. schoenleinii, E. floccosum (OURAINI et al, 2005).
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2.2.3 Oleo essencial da Cinnamomum cassia (Canela)

A Cinnamomum cassia € uma planta da familia das Lauraceae. O género
Cinnamomum compreende aproximadamente mais outras 250 espécies e os 6leos
aromaticos estao presentes nas folhas e na casca. A especiaria é obtida da parte
interna da casca do tronco, sendo a casca seca (FIG.6) (ZANARDO; RAMBO;
SCHWANKE, 2014).

A canela cassia é uma arvore que cresce de 10 a 15 m de altura, com
casca acinzentada e folhas de 10 a 15 cm de comprimento e tem uma cor
avermelhada quando jovens. Sua casca seca € utilizada como especiaria. E usada
na medicina chinesa tradicional, onde é considerada uma das 50 ervas
fundamentais. Seu nome cientifico, "cinnamomum”, segundo referéncias, € derivado
da palavra indonésia "kayu manis", que significa "madeira doce". Mais tarde,
recebeu o nome hebreu "quinnamon”, que evoluiu para o grego "kinnamon"
(PHILIPPI; MORETTO, 1995).

Figura 6 — Casca seca do tronco da canela (Cinnamomum cassia)

Fonte: SALOMON, 2016.

Abdelwahab et al (2014) relataram que o 6leo essencial oriundo das

plantas desse género pode conter cinamaldeido, linalol, canfora, 4-terpineol, 1,8- 53
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cineol, eugenol, safrol, muruleno, a-cadinol, D-germacreno, a-terpineol, a-cadieno,
1,6-octadien-3-o0l-3,7-dimetil e dietanoato de 1-fenilpropano-2,2-diol.

O dleo essencial de C. cassia nas concentracdes que variaram de 64 a
128 pg/mL apresentaram atividade antifingica sobre cepas de C. albicans isoladas
de pacientes HIV positivos e cepa padrédo (ATCC 76845) (ALMEIDA, et al, 2012).

Cavalcanti et al (2011) obtiveram atividade fungistatica do OE de canela
cassia na concentracdo de 560 pg/mL sobre cepa de Candida albicans (ATCC
289065).

Outro estudo demonstrou efeito antifingico do 6leo da canela frente a A.
niger, A. flavus e A. fumigatus com CIM de 80 pg/mL (CARMO et al, 2008).

Estudos mostraram que as plantas pertencentes a esse género possuem
acao antifungica e que essa acao pode ser atribuida a seu constituinte majoritario, o
cinamaldeido (TEJESWINI et al., 2014).

2.2.4 Oleo essencial da Melaleuca alternifolia (Melaleuca)

Melaleuca alternifolia, conhecida como “Tea Tree”, pertence a familia da
Myrtaceae. E uma arvore pequena, apresentando no maximo 7 metros de altura.
Possui casca fina, semelhante a folha de papel, e folhas afiladas (FIG.7) E nativa da
costa sudeste da Australia, regido de New South Wales, e cresce em regides
pantanosas ou proximas a rios (VIEIRA, 2002).

Ela € também chamada de arvore do cha (do inglés Tea Tree), nome que
foi estabelecido por conta de suas folhas, uma vez que estas eram utilizadas para
preparar um cha aromatico. As propriedades de cura das folhas da arvore do ché ja
eram bem conhecidas dos australianos aborigenes ao norte de Nova Gales do Sul
na Australia. As folhas eram maceradas em agua durante longos periodos (horas ou
até mesmo dias) e depois empregadas para o tratamento de resfriado comum, dor
de garganta, picadas de insetos, feridas ou infec¢des fungicas da pele (SALLER et
al., 1998)
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Figura 7 — Melaleuca (Melaleuca alternifolia)
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A) Plantacdo de Melaleuca alternifolia B) Partes aéreas picadas
Fonte: OLIVEIRA et al, 2015.

Existem cerca de 100 componentes no 6leo essencial da melaleuca.
Alguns dos componentes principais terpinen-4-ol, y-terpineno e a-terpineno
correspondem cerca de 70 % da composicao total do 6leo, enquanto p-cimeno,
terpinoleno, a -terpineol e a-pineno representam apenas 15 % do total do 6leo,
sendo o restante os compostos em menor porcentagem (HAMMER; CARSON;
RILEY, 2003).

Segundo o estudo de Cavalcanti; Almeida; Padilha (2011) verificou-se
atividade antifungica do 6leo essencial de M. alternifolia em concentracées inferiores
a 1%, sobre cepas ATCC de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis o que indica forte

potencial antimicrobiano.
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a determinacdo dos efeitos fungistaticos e fungicidas dos Oleos
essenciais foram utilizadas cepas ATCC de fungos das espécies T. rubrum, T.
mentagrophytes var. interdigitale, C. albicans, C. parapsilosis, e cepas de amostras
clinicas de Fusarium spp., Scytalidium spp. e T. mentagrophytes. Neste sentido,
estas cepas foram desafiadas frente aos 6leos de alfazema, alecrim, canela e
melaleuca. A determinacdo da CIM e CFM ocorreu de forma individual para cada
microrganismo e 0leo vegetal. Como parametro referencial foram utilizados grupos

de controle e de dois antifungicos (fluconazol e terbinafina).

3.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais foram adquiridos comercialmente da empresa
Ferquima Industria e Comércio de Oleos Essenciais LTDA, situada na cidade de
Vargem Grande Paulista-SP, que forneceu um laudo (TAB.1) com especificacdes
técnicas. Os 6leos foram solubilizados em Tween 80. A Concentracdo Micelar Critica
(CMC) do Tween 80 é de 0,06 mM (=0,015 g/mL) e a densidade é 1,07 g/mL.
Levando esses dados em consideracdo, para solubilizar 1mL de 6leo essencial

foram necessérios 14uL de Tween.

Tabela 1 — Laudo técnico dos 6leos essenciais

Caracteristicas dos 6leos essenciais

vapor das folhas

vapor das flores

vapor das folhas

Alecrim Alfazema Canela Melaleuca
Aparéncia Liquido Liquido Limpido Liquido Liquido Limpido
Cor Amarelo Palha Amarelo Claro Marrom Amarelo Palha
Impurezas Isento Isento Isento Isento
Odor Caracteristico Caracteristico Caracteristico Caracteristico
Densidade (20°C) 0,920 0,885 1,056 0,897
indice de Refragéo (20°C) 1,468 1,461 1,612 1,478
Principais Componentes 1,8 cineol 45%; Linalol 33%; Aldeido cindmico Terpinen-4-ol
Céanfora 15%; Acetato de 81%; Cumarina 42%: Gamma
Alfa pineno 13%; linalila 38% 3%; Benzaldeido terpinene 22%;
Beta pineno 6%; 3%; Alcool ;
Limoneno 2% cinél_mico 3%; léa?acfﬁgglnfg%/o
Estireno 3%
Extrac&o Destilacédo a Destilacédo a Destilacdo a Destilagao a vapor

das folhas

Fonte: FERQUIMA, 2016.
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3.3 FUNGOS

3.3.1 Filamentosos (Dermatofitos e FFND):

Foram utilizadas cepas ATCC de fungos dermatéfitos das espécies Trichophyton
rubrum ATCC® MYA 4438 e Trichophyton mentagrophytes var. interdigitales ATCC®
MYA 4439, e amostras clinicas de Trichophyton mentagrophytes, E amostras
clinicas de fungos filamentosos ndo dermatoéfitos das espécies Scytalidium spp. e
Fusarium sp. Os fungos de amostras clinicas foram obtidos em outro trabalho
(SILVA et al, 2014), ap6s aprovacdo pelo comité de ética da UFTM (protocolo
1361/2010).

3.3.1.1 Manutencéo, cultivo e preparo do indculo

Foram utilizadas cepas que estavam armazenadas em solucdao fisiolégica
de 2 a 7°C, ap0s serem subcultivadas em placas com agar Sabouraud e incubadas
por 4 dias a 28°C. Em seguida foram subcultivadas novamente para um tubo tipo
Falcon de 50mL com agar batata dextrose (BDA) e incubadas por 4 dias a 28°C para
a producéo de conidias. As coldnias de fungos foram cobertas com 5 mL de salina
estéril (0,9%) e posteriormente raspadas com o auxilio de uma pipeta Pasteur.

A mistura resultante de microconidias e fragmentos de hifas foi filtrada em
gaze e a densidade da suspensdo foi ajustada em espectrofotbmetro ao
comprimento de onda de 520nm para uma transmitancia de 70 a 72% (FIG.8). Este
procedimento gerou um inéculo que varia de 2 x 10° a 4 x 10° UFC/mL, sendo esse
valor confirmado pelo plaqueamento de 0,01 mL da suspensdo em BDA e posterior
contagem das colbnias de fungo ap6s incubacéo das placas por 7 a 10 dias a 28°C.
A suspenséao do inéculo foi diluida (1:50) em meio RPMI para se obter um namero
de células variando de 4 x 10*a 8 x 10* UFC/mL.
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Figura 8 — Esquema de manutencao, cultivo e preparo do indculo dos

fungos filamentosos

Agitar o tubo por
15 segundos

Incuba a 35°C por 24hs Incuba a 35°C por 24hs
Repique Repique
Retira algumas colénias
com a alga de platina e
coloca em tubo com
5mL de salina 0,85%
Cepa ATCC Placa de petri Placa de petri
armazenada com agar com agar
congelada Sabouraud dextrose Sabouraud dextrose

Diluir a suspensao 1:100 em seguida
com meio RPM 1:20

A densidade da suspensao para obter células variando de

sera ajustada em ) ) 5x10%a 2,5 x 10°UFC/mL
espectrofotémetro 530nn Inéculo que varia de
transmitancia de 85% 1x10°a 5 x 10° UFC/mL

Espectrofotdmetro -

Confirmado com contagem
em camara de Neubauer

Meio RPMI
Fonte: Do Autor, 2016.

3.3.1.2 CIM (Concentracao Inibitoria Minima)

Foi preparada uma solucdo estoque 1 de cada O6leo essencial,
solubilizada em Tween 80, na concentracdo de 80000 pug/mL. Para determinacéo da
CIM, preparou-se uma solucdo estoque 2 a partir da estoque 1, através de uma
diluicdo de 1/5 em meio padrdo RPMI 1640 (pH 7,0) tamponado com 0,165 M de
acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) (34,549 por litro) dos OE da Alfazema,
Alecrim e Melaleuca e de 1/20 da Canela, ficando assim as concentracdes
respectivamente, 16000 pg/mL e 4000 pg/mL. Constatamos que essa diferenca de
concentracgao inicial se fez necesséria, devido aos testes pilotos que foram feitos que
mostraram uma melhor eficiéncia da canela frente aos demais 0Oleos.

Placas de microdiluicdo de fundo chato (96 pocos) foram preparadas de
acordo com o método de referéncia CLSI (M38-A2, 2008), com modificacdes.
Resumidamente, foram adicionados 100uL de meio padrdo RPMI 1640 em cada um
dos pocos da placa, com excecao da coluna 1 da placa, pois nela foram adicionados

200pL da solugédo estoque 2 (Oleo essencial + RPMI). Em seguida, 100uL do
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conteudo dos pogos da coluna 1 da placa, nas concentracdes de 4000 pg/mL para
Canela e 16000 pg/mL para os demais 6leos, foram retirados e adicionados nos
pocos seguintes de cada coluna, a partir dos quais foram realizadas diluicdes
seriadas na razéo de dois, por meio da transferéncia de 100uL da solucdo para o
poco seguinte. Esse procedimento foi feito até os pocos da coluna 10 da placa,
guando 100pL da solucdo foram descartados. Por fim, foram adicionados 100uL da
suspensao do indculo diluida (1:50) aos pocos contendo os 6leos essenciais. Para
cada placa teste, foram incluidos ainda trés controles: um apenas com 200uL de
meio (controle de esterilidade) coluna 12; outro com 100uL de meio e 100uL da
suspensao do indculo (controle de crescimento) coluna 11; e o Ultimo com 100uL de
meio acrescido de Tween 80 nas mesmas concentracdes daquelas presentes nos
Oleos essenciais, mais 100uL da suspensdo do inoculo (controle do solvente) na
linha H da placa. Apés a adicao do indculo, todas as concentra¢gdes foram reduzidas
pela metade, obtendo assim, uma concentracao variando de 2000 pg/mL a 3,90
pHg/mL para Canela e uma variacdo de 8000 pg/mL a 15,62 pg/mL para os demais
OE. As placas de microdiluicdo foram incubadas a 28°C e lidas visualmente apos 4
dias de incubacao (FIG.9). Todos os testes foram realizados em triplicata e repetidos

em 3 experimentos independentes.

Figura 9 — Esquema de execucdo da CIM dos OE com fungos

filamentosos

Foram adicionados 100uL de RPMIem 109y do contetido dos pogos da coluna 1 da placa, por fim, foram adicionados 100pL

cada um dos pogos da placa, com foram retirados e adicionados nos pogos seguintes 43 suspensao do inoculo diluida
excegdo da coluna 1 da placa, pois nela 4 cada coluna, a partir dos quais foram realizadas (1:50) aos pogos contendo os
foram adicionados 200pL da solugao diluigdes seriadas na razao de dois. " Sleos essendiais
estoque 2 (6leo essencial + RPMI).
Para cada placa teste, foram incluidos ainda
trés controles: um apenas com 200puL de
meio; outro com 100uL de meio e 100uL
da suspensao do inéculo; e o ultimo com
100uL de meio acrescido de Tween 80 nas
mesmas concentragées daquelas presentes
nos 6leos essenciais, mais 100uL da As placas de microdiluigéao foram \ /,.. ~
suspens&o do inéculo incubadas a 28°C e lidas \ WV
visualmente ap6s 4 dias de
incubagao

Fonte: Do Autor, 2016.
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3.3.1.3 CFM (Concentracdo Fungicida Minima)

A CFM dos 6leos essenciais foi determinada por meio do sub-cultivo, em
placas de petri 90x15mm lisa com agar batata dextrose, de 25uL do conteudo dos
pocos onde ndo houve crescimento dos fungos (CIM), dos 2 pocgos seguintes de
maior concentracdo e dos poc¢os do controle de crescimento. Apds semeadura com
auxilio de uma alca de Drigalski, as placas foram incubadas por 4 dias a 28°C,
guando foi feita a determinacdo da CFM como a menor concentracdo de 6leo que

inibiu qualquer crescimento fangico nas sub-culturas.

3.3.2 Leveduras:

Foi utilizada cepa ATCC das leveduras da espécie Candida albicans
ATCC® 14053 e Candida parapsilosis ATCC® 22019.

3.3.2.1 Manutencéo, cultivo e preparo do inoculo

Foram utilizadas cepas ATCC que estavam armazenadas a -20°C. Foram
preparadas de acordo com o método de referéncia CLSI (M27-A3, 2008) com
modificacdes, e sendo repicadas para uma placa com agar Sabouraud dextrose e
incubadas por 24hs a 35°C. Posteriormente foram repicadas novamente para uma
placa com agar Sabouraud dextrose e incubadas por 24hs a 35°C. Com uma al¢a de
platina, retiram-se algumas colénias que foram colocadas em um tubo de ensaio
com 5 mL de salina estéril (0,9%) e agitadas por 15 segundos. A densidade da
suspensao resultante foi ajustada em espectrofotbmetro ao comprimento de onda de
530 nm para uma transmitancia de 85%. Este procedimento gerou um indculo que
varia de 1 x 10° a 5 x 10° UFC/mL que foi confirmada em contagem na camara de
Neubauer (FIG.10). A suspensdo do indculo foi diluida (1:100) em salina estéril
(0,9%) seguida de uma diluicdo (1:20) em meio RPMI para se obter um numero de
células variando de 5 x 10%a 2,5 x 10° UFC/mL.
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Figura 10 — Esquema de manutencao, cultivo e preparo do indculo das

leveduras
Agitar o tubo por
15 segundos
Incuba a 35°C por 24hs Incuba a 35°C por 24hs
Repique Repique
Retira algumas colénias
com a alga de platina e
coloca em tubo com
5mL de salina 0,85%
Cepa ATCC Placa de petri Placa de petri
armazenada com agar com agar
congelada Sabouraud dextrose Sabouraud dextrose
Diluir a suspensao 1:100 em seguida
com meio RPM 1:20
A densidade da suspensio para obter células variando de
sera ajustada em 5x10°a 2,5 x 10°UFC/mL

In6eulo que varia de
1x10°a 5 x 10° UFC/mL

Espectrofotdmetro -

Confirmado com contagem
em camara de Neubauer

espectrofotdmetro 530nn

Meio RPMI
Fonte: Do Autor, 2016.

3.3.2.2 CIM (Concentracao Inibitoria Minima)

Para determinacao da CIM, preparou-se uma solucdo estoque 2 a partir
da estoque 1 (mesma utilizada para os dermatofitos), através de uma diluicao de 1/5
em meio padrdo RPMI 1640 (pH 7,0) tamponado com 0,165 M de acido
morfolinopropanosulfénico (MOPS) (34,549 por litro) dos OE da Alfazema, Alecrim e
Melaleuca e de 1/20 da Canela, ficando assim as concentracdes respectivamente,
16000 pg/mL e 4000 pg/mL.

Placas de microdiluicdo de fundo chato (96 pocos) foram preparadas de
acordo com o método de referéncia CLSI (M27-A3, 2008), com modificacdes.
Resumidamente, foram adicionados 100uL de meio padrao RPMI 1640 em cada um
dos pocos da placa, com excecao da coluna 1 da placa, pois nela foram adicionados
200uL da solucdo estoque 2 (6leo essencial + RPMI). Em seguida, 100uL do
conteudo dos pogos da coluna 1 da placa, nas concentragbes de 4000 pg/mL para
Canela e 16000 ug/mL para os demais Oleos, foram retirados e adicionados nos

pocos seguintes de cada coluna, a partir dos quais foram realizadas diluicbes
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seriadas na razéo de dois, por meio da transferéncia de 100uL da solugao para o
poco seguinte. Esse procedimento foi feito até os pocos da coluna 10 da placa,
guando 100pL da solucdo foram descartados. Por fim, foram adicionados 100uL da
suspensao do in6culo diluida (1:100 e 1:20) aos pocos contendo o0s O6leos
essenciais. Para cada placa teste, foram incluidos ainda trés controles: um apenas
com 200pL de meio (controle de esterilidade) coluna 12; outro com 100uL de meio e
100puL da suspenséo do inoculo (controle de crescimento) coluna 11; e o Ultimo com
100uL de meio acrescido de Tween 80 nas mesmas concentracdes daquelas
presentes nos 6leos essenciais, mais 100uL da suspenséo do in6culo (controle do
solvente) na linha H da placa. Apés a adicdo do indculo, todas as concentracdes
foram reduzidas pela metade, obtendo assim, uma concentragdo variando de 2000
pg/mL a 3,90 pg/mL para Canela e uma variagéo de 8000 pg/mL a 15,62 pg/mL para
os demais OE. As placas de microdiluicdo foram incubadas a 35°C e lidas

visualmente apos 24hs de incubacao (FIG.11).

Figura 11 — Esquema de execuc¢éo da CIM dos OE com leveduras

Foram adicionados 100uL de RPMI em 100y do contetdo dos pogos da coluna 1 da placa,  por fim. foram adicionados 100puL

cada um dos pogos da placa, com foram retirados e adicionados nos pogos seguintes 45 suspensao do inéculo diluida
excegdo da coluna 1 da placa, pois nela  ge cada coluna, a partir dos quais foram realizadas a0s pocos contendo os
foram adicionados 2004 da solugéo diluigbes seriadas na razéo de dois. 6leos essencials

estoque 2 (6leo essencial + RPMI).

Para cada placa teste, foram incluidos ainda
trés controles: um apenas com 200uL de
meio; outro com 100uL de meio e 100pL
da suspensao do indculo; e o ultimo com

100pL de meio acrescido de Tween 80 nas
mesmas concentragoes daquelas presentes
nos o6leos essenciais, mais 100uL da
suspensao do indculo

As placas de microdiluigao serao
incubadas a 35°C e lidas
visualmente apés 24hs de
incubagao

<‘\\\

Fonte: Do Autor, 2016.
3.3.2.3 CFM (Concentracdo Fungicida Minima)
A CFM dos 6leos essenciais foi determinada por meio do sub-cultivo, em

placas de petri 90x15mm lisa com agar Sabouraud dextrose, de 25uL do contetdo

dos pogos onde ndo houve crescimento dos fungos (CIM), dos 2 pogos seguintes de
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maior concentracdo e dos pocos do controle de crescimento. Apos semeadura com
auxilio de uma alca de Drigalski, as placas foram incubadas por 24hs a 35°C,
guando foi feita a determinacdo da CFM como a menor concentracdo de 6leo que

inibiu qualquer crescimento fangico nas sub-culturas.

3.3.3 CIM do Fluconazol e Terbinafina

O Fluconazol e a Terbinafina foram utilizados como medicamentos de
referéncia nos testes com os fungos. Todo o procedimento foi igual ao utilizado para
os OE, diferindo apenas na variagdo das concentracdes finais testadas, que para o
Fluconazol variou de 64 a 0,125ug/mL e a Terbinafina de 16 a 0,031pg/mL (FIG.12).
E foi executado de acordo com os métodos de referéncia CLSI (M38-A2, 2008) e
CLSI (M27-A3, 2008), com modificacdes. A CIM para o Fluconazol foi definida como
a menor concentragdo que causou uma proeminente queda no crescimento dos
fungos, correspondente a aproximadamente 50% do controle do crescimento, e para
a Terbinafina foi definida como a menor concentracdo que inibiu 100% o
crescimento dos fungos, apos 4 dias a 28°C para os dermatofitos e filamentosos néo

dermatofitos e apds 24hs a 35°C para leveduras.

Figura 12 — Esquema de execuc¢éo da CIM dos medicamentos

100pL dos medicamentos foram

. adicionados em triplicata nos Por fim, foram adicionados 100uL
Foram adicionados 100uL primeiros pogos de cada linha, a da suspenséo do indculo diluida
de meio padrao RPMI 1640 partir dos quais foram realizadas aos pogos contendo os
em todos os 96 pogos da placa  djluicdes seriadas na razdo de dois medicamentos

Para cada placa teste, serado incluidos ainda
trés controles: um apenas com 200uL de
meio; outro com 100uL de meio e 100pL
da suspensao do inéculo; e o ultimo com
100pL de meio acrescido de DMSO nas

mesmas concentragdes daquelas presentes

\

nos medicamentos, mais 100uL da As placas de microdiluigao foram /;K 4
suspensao do inéculo incubadas a 28°C / 35°C e lidas V
visualmente ap6s 4 dias / 24hs de
incubacao

Fonte: Do Autor, 2016.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada através do programa “Instat e Prisma” da
Graphpad (http://www.graphpad.com). Em todas as variaveis foram testadas a
distribuicdo normal (Kolmogorov-Smirnov com Dallal-Wilkinson-Liliefor P value) e a
variancia homogénea (Teste de Bartlett’s ou Teste F). Foram utilizados testes nao
paramétricos, Mann-Whitney para avaliacdo entre 2 grupos, ou Kruskal-Wallis com
comparacao multipla de Dunn's para 3 grupos ou mais. As diferencas observadas
foram consideradas significantivas quando p<0,05 (5%) (ARANGO, 2001).
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4 RESULTADOS

4.1 CIM E CFM DOS OE FRENTE AOS DERMATOFITOS

Os dados (TAB.2) mostraram que a canela nesta avaliagdo, como no
anterior, foi a mais eficiente dos 6leos (p<0,05), destacando que com T. rubrum
ATCC MYA 4438 conseguiu efetividade numa menor concentragcdo que para 0S
demais. Ja a alfazema e melaleuca obtiveram resultados, nessa avaliacdo, piores do
gue com as leveduras, com excecao também para o T. rubrum, que alcangou
concentragdes um pouco menores. Para o alecrim conseguiu-se resultados iguais ao
teste anterior, sendo 0 menos eficaz dentre todos os 6leos.

Para T. mentagrophytes ATCC o valor médio da CIM da canela foi de
62,5 ug/mL e CFM de 125 ug/mL. Para a alfazema e melaleuca, o valor médio da
CIM foi de 8000 ug/mL e CFM >8000 ug/mL, sendo que para o alecrim a CIM >8000
pMg/mL e a CFM néao foi possivel determinar.

A avaliacdo com T. mentagrophytes amostra clinica a canela teve média
para CIM de 62,5 pg/mL e CFM de 125 ug/mL. Os demais Oleos obtiveram os
mesmos valores da cepa ATCC.

O T. rubrum ATCC teve resultados com valor médio da CIM de 15,62
Mg/mL e CFM 31,25 pg/mL para a canela, e CIM de 500 pg/mL e CFM de 2000

Mg/mL para alfazema e melaleuca, e o alecrim repetindo o valor >8000 ug/mL.

Tabela 2 — CIM e CFM dos OE frente aos dermatéfitos

Filamentosos Dermatofitos

T. mentagrophytes T. mentagrophytes T.rubrum ATCC

Aleo Amostra Clinica  ATCC MYA 4439 MYA 4438

Essencial CIM CFM CIM CFM CIM  CFM
(Mg/mL)  (ug/mL) (pg/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
Canela 62,5 125 62,5 125 1562 31,25

Alfazema 8000 >8000 8000 >8000 500 2000
Melaleuca 8000 >8000 8000 >8000 500 2000

Alecrim >8000 * >8000 * >8000 *
Resultados do valor da CIM e CFM expressos em pg/mL

*A CFM néo foi realizada, pois a CIM foi maior que a concentragdo maxima testada.
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ApOs a analise dos resultados, pode-se verificar que o 6leo essencial da
canela frente aos fungos dermatofitos foi o que apresentou melhor desempenho in
vitro. Demonstrou efeito fungicida contra todos os fungos, sendo que a alfazema e a
melaleuca apresentaram apenas efeito fungistatico possivel de determinar dentro do
experimento. E dentre todos os dermatdéfitos avaliados, o T. rubrum ATCC foi a

espécie mais sensivel ao efeito da canela.

4.2 CIM E CFM DOS OE FRENTE AOS FFND

A observacao dos dados (TAB.3) mostra-nos que, para essas espécies de
fungos a canela também se destacou, obtendo os melhores resultados (p<0,05).
Porém nessa analise todos os demais 0leos ndo conseguiram efetividade alguma na
concentragdo maxima testada. Com a canela conseguiu-se valor médio da CIM de
62,5 pg/mL e CFM de 125 ug/mL contra o Fusarium spp. a alfazema, melaleuca e
alecrim obtiveram CIM >8000 ug/mL. Contra o Scytalidium spp a canela obteve CIM
e CFM de 62,5 ug/mL, os demais 6leos tiveram CIM >8000 ug/mL.

Tabela 3 — CIM e CFM dos OE frente aos FFND

Filamentosos N&o Dermatofitos
Fusarium sp. Amostra Scytalidium sp. Amostra

OIeo' Clinica Clinica
Essencial
CIM (ug/mL) CFM (ug/mL) CIM (ug/mL) CFM (ug/mL)
Canela 62,5 125 62,5 62,5
Alfazema >8000 * >8000 *
Melaleuca >8000 * >8000 *
Alecrim >8000 * >8000 *

Resultados do valor da CIM e CFM expressos em pg/mL

* A CFM néo foi realizada, pois a CIM foi maior que a concentragdo méxima testada.

Na avaliacdo realizada com os FFND, a canela foi o Unico OE que obteve

efeito fungicida possivel de ser determinado com o experimento.

4.3 CIM E CFM DOS OE FRENTE AS LEVEDURAS

A analise dos dados (TAB.4) permite verificar que a canela foi mais eficaz

dentre os 6leos avaliados (p<0,05), sendo efetiva contra as duas espécies testadas,
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com melhor resultado sobre a C. parapsilosis. A alfazema e a melaleuca obtiveram
inibicdes semelhantes, dentre os demais Oleos, alcangaram eficiéncia mediana. O
alecrim foi o que teve pior resultado, ndo inibiu nenhuma das espécies na
concentragcdo maxima testada. O destaque foi da canela que, para C. albicans
apresentou valor médio da CIM e CFM de 62,5 uyg/mL, ja a alfazema e melaleuca
apresentaram CIM e CFM de 2000 pg/mL, e o alecrim CIM >8000 pg/mL.

A C. parapsilosis foi a levedura que apresentou maior sensibilidade ao
efeito da canela, com CIM e CFM de 31,5 pug/mL.

Tabela 4 — CIM e CFM dos OE frente as leveduras

Leveduras
Oleo C. albicans ATCC 14053 C. parapsilosis ATCC 22019
Essencial CIM (pg/mL)  CFM (ug/mL)  CIM (ug/mL)  CFM (pug/mL)
Canela 62,5 62,5 31,5 31,5
Alfazema 2000 2000 2000 4000
Melaleuca 2000 2000 4000 4000
Alecrim >8000 * >8000 *

Resultados do valor da CIM e CFM expressos em ug/mL

* A CFM néo foi realizada, pois a CIM foi maior que a concentracdo maxima testada.

A andlise dos resultados dos OE contra as leveduras demonstraram que
todos, com excecdo do alecrim, apresentaram efeito fungicida possivel de ser

determinado através do experimento.

4.4 CIM E CFM DOS MEDICAMENTOS DE REFERENCIA

A analise (TAB.5) revelou a viabilidade das cepas utilizadas no
experimento, pois alcancaram a resposta esperada aos farmacos segundo
estabelece o CLSI. A sensibilidade ao fluconazol das cepas ATCC das leveduras,
gue segundo o CLSI (2008), valores de CIM obtidos <8,0 yg/mL demonstram que
cepas do género Candida spp. séo sensiveis a esse farmaco, pois para C. albicans
o fluconazol apresentou CIM e CFM de 2,0 ug/mL e para C. parapsilosis CIM e CFM
de 4,0 yg/mL. Revelou também, que tanto as cepas ATCC como a de amostra
clinica dos dermatofitos, foram sensiveis a terbinafina apresentando CIM e CFM

<0,031 pg/mL. Dentre os FFND o Fusarium spp. apresentou resisténcia ao



39

fluconazol com CIM 264 ug/mL e a terbinafina com CIM >16 pg/mL. O Scytalidium
spp. se mostrou resistente ao fluconazol com CIM de =64 ug/mL e sensivel a

terbinafina com CIM de 2 pg/mL.

Tabela 5 — CIM e CFM dos medicamentos de referéncia frente aos fungos

Medicamentos de Referéncia

Fluconazol Terbinafina
Fungos CM CFM CIM  CFM
(Hg/mL) (pg/mL) (ug/mL) (ug/mL)
Leveduras
C. albicans ATCC 14053 2,0 2,0 NR NR
C. parapsilosis ATCC 22019 4,0 4,0 NR NR
Dermatofitos
T. rubrum ATCC MYA 4438 NR NR <0,031 0,031
T. mentagrophytes ATCC MYA 4439 NR NR <0,031 0,031
T. mentagrophytes Amostra Clinica NR NR <0,031 0,031
FFEND
Fusarium spp. Amostra Clinica =264,0 * >16,0 *
Scytalidium spp. Amostra Clinica >64,0 * 2 *

Resultados de CIM e CFM expressos em ug/mL
NR N&o realizado

* A CFM nao foi realizada
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5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

As dermatomicoses, dentre as doencas dermatoldgicas, possuem
incidéncia crescente em todo o mundo nas Ultimas décadas. E uma importante
causa de morbidade, especialmente nos paises tropicais (KAYMAN et al, 2012) e
muitos estudos pelo mundo, inclusive no Brasil, ttm comprovado que a onicomicose
€ a dermatomicose mais prevalente (SILVA et al, 2014).

O tratamento dessas doencas nem sempre € efetivo, dada a possibilidade
de recorréncia da infeccdo, resisténcia dos microrganismos e possivel toxicidade.
Essa questdo leva a busca constante por novos farmacos mais ativos e seguros que
os disponiveis. Embora a maioria dos antifungicos existentes no mercado seja de
origem sintética, a busca por produtos naturais tem merecido atencédo (FENNER et
al, 2006).

A escolha dos oleos essenciais da alfazema, alecrim, melaleuca e canela
para esse estudo se baseou, principalmente, na atividade antifangica ja descrita
para os mesmos. As espécies de fungos foram escolhidas por estarem entre os
principais agentes causadores das dermatomicoses.

No trabalho de Cassella; Cassella; Smith (2002), foram avaliados os 6leos
essenciais de alfazema e melaleuca. Em altas concentracdes, ambos os 6leos
parecem demonstrar efeitos antifungicos contra T. rubrum. e contra T.
mentagrophytes. Os 6leos essenciais conseguiram 100% de inibicdo do crescimento
desses fungos nas concentracfes de 250000 pg/mL, podendo representar o que foi
encontrado neste estudo.

Ja em outro trabalho, obteve-se para a canela e melaleuca CIM de 560
Mg/mL contra C. albicans ATCC 289065 (CAVALCANTI et al, 2011), apresentando
concentracdo inibitéria maior pela canela e menor pela melaleuca que as
encontradas nesta avaliacdo (62,5 e 2000 pg/mL respectivamente).

No estudo de Ourani et al (2005), com o 6leo essencial do alecrim,
obtiveram resultados discrepantes com os obtidos aqui, foi testado contra T. rubrum
e teve CIM de 0,4 pg/mL e CFM de 2 pg/mL, porém esse estudo nao foi realizado
conforme recomenda o CLSI, pois foi utilizado para microdiluicdo em placa meio
liquido Sabouraud, o recomendado é o RPMI. Os dois principais constituintes do OE

testado no estudo de Ourani sdo 1,8 cineol 50,2% e céanfora 9,1%, proximo do
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informado no laudo técnico do OE utilizado neste estudo, 45% e 15%
respectivamente.

Em outra avaliacéo, Cleff et al (2012) utilizando o OE do alecrim contra C.
albicans (ATCC 44858 e amostra clinica) e C. parapsilosis (ATCC 22019),
alcancaram resultados com concentra¢cdes mais baixas as obtidas aqui, com CIM e
CFM para C. albicans ATCC e C. parapsilosis de 1,25 e 5,0 yL/mL, respectivamente.
Para a Candida de amostra clinica CIM e CFM = 10 pyL/mL, porém a cromatografia
do OE utilizado mostrou a concentracdo dos dois principais constituintes, 1,8 cineol
16,02% e canfora 56,04%. Sendo assim, este OE apresentou grande diferenca de
seus constituintes principais em relacédo aquele utilizado neste estudo, que tem 45%
1,8 cineol e 15% de canfora, fato que poderia justificar a diferenca de resultados
entre 0s 2 estudos, ja que a metodologia utilizada foi referenciada pelo CLSI.

No estudo de Nasir; Tafess; Abate (2015) para o OE da canela da espécie
C. zeylanicum exibiu CIM de 0,31 uL/mL contra Trichophyton spp. isolado de tinea
unguium. Ja no outro trabalho de Martins (2016) utilizando o cinamaldeido que é o
principal constituinte da canela, obteve contra o T. mentagrophytes ATCC 11481
CIM e CFM de 0,49 pg/mL, para T. mentagrophytes isolado clinico CIM de 15,62
pMg/mL e CFM de 62,5 pg/mL e para T. rubrum URM1666 CIM de 0,12 yg/mL e CFM
de 0,49 ug/mL, com isso corroborando, com os resultados apresentados aqui neste
trabalho, que demonstraram uma efetiva atividade antifUngica da canela contra
fungos dermatdfitos, sendo o T. rubrum o que apresenta maior sensibilidade, e o T.
mentagrophytes ATCC apresentando na média menor CIM que a cepa de amostra
clinica. Sobre a maior sensibilidade do T. rubrum em relacdo ao T. mentagrophytes,
foi também relatado por Cassella; Cassella; Smith (2002) que existe uma clara
diferenca de susceptibilidade dos dois Trichophyton, o T. mentagrophytes é menos
suscetivel a drogas antifangicas que T. rubrum.

No trabalho de Almeida et al (2012) os resultados obtidos contribuem em
evidenciar o efeito antifiangico da canela contra cepas de C. albicans isoladas de
pacientes HIV positivos e cepa padrdo ATCC 76845, com CIM variando de 64 a 128
Mg/mL, valores semelhantes aos encontrados em nosso estudo.

No estudo utilizando o cinamaldeido que é o principal constituinte da
canela, encontrou-se para C. albicans ATCC10231 CIM e CFM de 2,44 ug/mL e
para C. albicans isolado clinico CIM e CFM de 19,53 ug/mL (MARTINS, 2016),

sugerindo que o ativo principal da canela agindo isoladamente, potencializa o efeito
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antifangico, visto que com os dermatdfitos, ja citados aqui com essa mesma
referéncia, ocorreu a mesma tendéncia quando comparados com resultados que
obtivemos. Fato que pode ser explicado pela razdo que em média 81% do OE da
canela é constituido de cinamaldeido, mas 19% sdo outros constituintes, sendo
assim, varias hipoteses podem ser levantadas com isso. Porém para maiores
afirmacdes dever-se-ia realizar um estudo comparativo entre canela x cinamaldeido
contra as mesmas cepas de fungos, para descartar, como por exemplo, diferencas
intrinsecas de suscetibilidade aos antifungicos dos microrganismos, visto que entre
os dois estudos foram utilizadas cepas diferentes e assim conseguir afirmar a melhor
efetividade do cinamaldeido sobre canela com todos 0s seus componentes.

Os resultados obtidos da canela contra o Scytalidium e principalmente
contra o Fusarium s&do promissores devido a dificuldade de tratamento de
dermatomicoses causadas por esses fungos. Os microrganismos do género
Fusarium sao, geralmente, resistentes aos tratamentos disponiveis. Apesar de
serem sensiveis a anfotericina B e apresentarem perfis variados de susceptibilidade
ao voriconazol e ao posaconazol, a terapia clinica requer a associacdo de farmacos
para o tratamento (SPADER et al, 2013). Spader e colaboradores (2013) verificaram
o efeito sinérgico, quando voriconazol foi associado a terbinafina, com 84% das
espécies do género Fusarium sendo inibidas por essa associacao.

Como ja citado na metodologia deste trabalho, os FFND utilizados foram
de amostras clinicas oriundos de outro estudo e nele os agentes antifingicos
tiveram pouca atividade contra o FFND e as CIMs para todos os agentes contra
Fusarium spp foram maiores que aquelas obtidas com outros FFND sugerindo uma
maior resisténcia ao tratamento com os medicamentos, apresentando CIMs para o
Cetoconazol, Griseofulvin, Itraconazol, Voriconazol, Terbinafina e Fluconazol
variando de >16 uyg/mL a 264 pg/mL (SILVA et al, 2014).

Carmo et al (2008) demonstraram o efeito antifiungico da canela sobre
FFND do género Aspergillus em que os valores de CIM foram de 80uL/mL. Nas
concentragdes de 80, 40 e 20 pL/mL o 6leo demonstrou um potente efeito fungicida,
inibindo o crescimento micelial radial de A. niger, A. flavus e A. fumigatus ao longo
de 14 dias de exposi¢cao. A 80 e 40 puL/mL o 6leo essencial promoveu inibicdo de
100% da germinacdo de esporos, das trés espécies de Aspergillus citadas

anteriormente.
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6 CONCLUSAO

Os ensaios realizados demonstraram o potencial fungicida do oleo
essencial da canela (C. cassia) contra todos os microrganismos testados, sendo
mais eficaz que os Oleos essenciais da alfazema e melaleuca. Nas variagdes de
concentracfes trabalhadas o 6leo essencial do alecrim ndo apresentou efeito
antifangico.

Em comparagdo com os medicamentos de referéncia, fluconazol e
terbinafina, a canela foi efetiva contra Fusarium spp que apresentou baixa
sensibilidade a esses farmacos.

Mais testes serdo necessarios para elucidar o mecanismo de acédo da
canela e seus constituintes, avaliar sua a¢ao in vivo e posteriormente desenvolver

um novo produto para o uso tépico no tratamento de dermatomicoses.
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