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RESUMO

Introducdo: as infecgdes causadas por Candida albicans em humanos s&o um problema de
salde publica devido a resisténcia aos antifungicos sendo necessario buscar alternativas de
controle e tratamento. Ha evidencias quanto ao potencial antifungico de 6leos esséncias (OES).
Objetivo: avaliar a composi¢do quimica e a atividade antifangica do 6leo essencial (OE) de
Eucalyptus dunii frente a cepas de Candida albicans. Métados: tratou-se de uma pesquisa
experimental, in vitro, que analisou a analise quimica do OE de Eucalyptus dunnii pelo método
de cromatografia em fase gasosa e a atividade antifungica OE pela técnica de difusdo em agar
em pocos, frente a Candida albicans. Resultados: a analise quimica constatou 1,8-cineol como
composto majoritario do 6leo, na atividade antifungica o OE de Eucalyptus dunni néo foi eficaz
contra cepas de Candida albicans, ndo apresentando halo de inibi¢do. Conclusdo: Sugere-se
que novas pesquisas devem ser realizadas nesta linha de investigagdo com o propdsito de
identificar outros OEs com acdo antifungica para espécies de Candida albicans.
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INTRODUCAO

As leveduras do género Candida spp. sdo encontradas na microbiota da mucosa
reprodutiva e gastrointestinal, vivendo de forma simbionte, em cerca de 50-70% dos individuos
saudaveis. Este género € formado por microrganismos oportunistas, que acometem,
principalmente, pacientes imunodeprimidos, como também aqueles em tratamento com
antimicrobianos de amplo espectro. Estas condi¢cdes tornam esses microrganismos importantes
agentes causadores de infeccdo, como a Candidiase, que podem ser superficiais ou invasivas
(PAPPAS et al., 2018).

A espécie Candida albicans é um fungo leveduriforme responsavel por causar doencas
em humanos como, principalmente candidiase mucocutanea oral, vaginal e esofagica, além de
candidiase na pele e nas unhas (YANO et al., 2019; PALUDO; MARIN, 2018). O principal
problema desta espécie é a alta incidéncia de infeccfes em adultos, associada a elevada
mortalidade e resisténcia aos antifingicos, com destaque para a classe dos azélicos como:
fluconazol, itraconazol, cetoconazol e voriconazol e e equinocandinas (KOO et al., 2017).

Devido ao potencial de resisténcia aos tratamentos supracitados, e a toxicidade dos
antifungicos, faz-se necessario pesquisas que avaliem a atividade antifingica de produtos
vegetais (MACIEL et al, 2019), em que séo testados compostos derivados de produtos naturais
contra varias espécies de fungos que proporcionam ser uma alternativa menos agressiva a saude
humana (AUGOSTINE; AVERY, 2021, ALDHOLMI et al., 2019).

Em diversas espécies de plantas é possivel extrair compostos bioativos com
propriedades antifingica, antibacteriana, antioxidantes, insecticidas, entre outras (INGOK et
al., 2020; BENOUTMAN et al., 2022). Os 6leos essenciais sao compostos volateis com baixo
peso molecular, produzidos pelas plantas para sua sobrevivéncia. Em temperatura ambiente
apresenta aspecto oleoso, tendo como principal caracteristica a volatilidade, além de serem
pouco soluveis em agua (WANI et al. 2021). Sdo misturas complexas de substancias odoriferas
e sollveis em solventes organicos apolares como éter, porém em agua apresentam solubilidade
limitada (SIMOES; SPITZER, 2000; WANI et al., 2021).

Entre eles, os 6leos essenciais (OEs) de Eucalyptus apresentam efetividade sobre cepas
fangicas (D'AGOSTINO et al., 2019). Tornando-lhe um possivel recurso na farmacoterapia
(FEYAERTS et al., 2018). Efeito atribuido aos OE esta relacionado aos seus constituintes
quimicos, sendo que no género Eucaliptus estacam-se: citronelal (1,8-cineol) como o principal

componente encontrado nas folhas de Eucalipto. Considerando a versatilidade dos OEs de
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Eucalyptus em termos de bioatividades, a espécie Eucalyptus dunni apresenta propriedades
antifungicas, com efeitos citotoxicos a membrana celular (ALDOGHAIM; FLEMATTI,
HAMMER, 2018).

Assim, tendo em vista que fungos resistentes a multiplos antifingicos representam um
desafio no tratamento de infec¢Bes atualmente, sendo notéria a necessidade de encontrar novas
substancias com propriedades antifungicas para serem utilizadas no combate a esses
microrganismos, dessa forma, demonstra-se a importancia deste trabalho . O objetivo foi avaliar
a composicdo quimica e testar a eficacia in vitro do OE de Eucalyptus dunnii frente a cepa
ATCC MT 05 de Candida albicans.

METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa experimental, in vitro, com cultura de fungos para as quais foi
testado o efeito do OE de Eucalyptus dunnii. Os fungos selecionados foram cepas ATCC MT
05 de Candida albicans doadas gentilmente da Micoteca do Laboratorio de Pesquisa de

Micologia Aplicada da Faculdade de Farméacia da UFRGS.

Extracdo do 6leo essencial

O OE de Eucalyptus dunnii foi extraido no interior de ljui/RS. A extracdo do OE de
Eucaliptus dunnii foi através do método de arraste a vapor no aparelho de Clevenger. Técnica
que foi utilizada conforme descrita na Farmacopéia Brasileira 5° edi¢do, 2010. As folhas foram
trituradas e acondicionadas em baldo de fundo redondo de 3000 mL, com agua destilada,
suficiente para cobrir o material vegetal. O baldo foi conectado ao Clevenger e o conjunto
submetido a uma temperatura de 100° C, pelo periodo de 6 horas, as fracdes de 6leos foram
coletadas a cada 1 hora de extragdo. Finalizada a extragdo, verificou-se o volume extraido com
auxilio do coletador do Clevenger com escala graduada.

A determinacéo do rendimento de extragdo do OE foi realizada conforme metodologia
de Gurgel (2009), através do célculo conforme equacdo (equacdo 1): V = Volume do oleo

extraido, mL; Bm = Biomassa vegetal, g;

(Equacdo 1): Rendimento (%) = é %X 100
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Anélise Cromatogréfica

A analises cromatografica do dleo essencial e substancias isoladas foram realizadas
usando um sistema de cromatografia em fase gasosa (Cromatdgrafo a Gas Agilent Technologies
7890B (Agilent — EUA), equipado com: Detector de massas triplo quadrupolo (TQ) 7000C).
As analises foram realizadas com coluna capilar de silica fundida HP-5MS com 30 m de
comprimento e didmetro interno de 0,25 mm (milimetros), bem como a espessura do filme de
0,25 um, com programagdo de temperatura de 60 °C a 260 °C , temperatura do injetor 280 °C,
consistindo de fase estacionadria 5% fenil e 95% dimetilsiloxano. A identificacdo dos
componentes do 6leo essencial foi realizada por meio de seus indices de retencdo, calculados
para cada constituinte por meio da injecao de uma série de padrées de hidrocarbonetos lineares
nas mesmas condicdes da amostra, e comparados com o valor tabelado e resultados obtidos

utilizando régua, estes dados foram adicionados em uma planilha do Excel.

Atividade antifngica

As solucBes do 6leo essencial foram preparadas a partir do 6éleo bruto diluido nas
concentragdes de 5%, 10%, 20%, 30% e 100% (volume/volume) em Polissorbato 80 (Tween™
80) a 2% (ALBUQUERQUE et al., 2006) em agua destilada estéril. A avaliacdo da atividade
antifungica ocorreu pelo método de difusdo em agar, utilizando cepas ATCC MTO05 de Candida
albicans semeadas em meio de &gar Sabouraud pela técnica de semeadura em alca. A técnica
utilizada foi adaptada de (SILVA et al., 2016). Para o preparo das placas, foi utilizado o agar
Sabouraud em placas de petri, estéreis, semeadas com o fungo e logo apds perfuradas na
superficie em pontos distintos, aproximadamente 5 mm de didmetro. Em seguida, foram
aplicadas aliquotas de 20 uL. (microlitro) de cada concentracdo de solucdo.

A preparacdo do indculo, com adaptacdes, foi realizada de acordo com (NCCLS, 2002),
e a densidade celular foi ajustada com espectrofotdmetro, acrescentando-se solugéo
salina,suficiente para obter uma solugédo-padrdo equivalente a escala de McFarland 0,5, em
comprimento de onda de 625nm.

Apos a incubagdo a 36°C por 24 horas, foi realizada a medicao dos didmetros, em mm,
dos halos de inibi¢do. O antifungico Fluconazol foi usado como controle positivo, 0s testes

foram realizados em triplicata.

RESULTADOS

Composicdo quimica
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Foram constatados nesta pesquisa trés componentes do OE de Eucalipto no tempo entre
5.8 e 4.9 minutos de corrida cromatogréfica, os quais estdo apresentados na Tabela 1. Sendo:
alfa-pineno (14.90%); 1,8-cineol (79.45%); Z-beta-ocimeno (1.04%) e n.i ( 4.61%).

Tabela 1 — Teor (%) dos compostos majoritarios do Oleo essencial, extraidos das folhas de

Eucalyptus dunni.

Eucalyptus
dunnii
TEMPO
PICO RETENCAO COMPOSTO %

1 5,251 alfa-pineno 14.90
2 8,520 1,8-cineol 79.45
3 8,734 Z-beta-ocimeno 1.04
4 22,373 nao identificado 461

Fonte: elaborada pelo autor, 2023.

Figura 1: Resultados obtidos através de leitura Cromatogréafica Gasosa.

Em um estudo S

504 1

o Lo

22 20

Fonte: Leitura cromatografica gasosa, 2023.
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Avaliagdo antifungica

A avaliacgdo in vitro realizada para avaliar o efeito do 6leo essencial de Eucalyptus dunni
frente ao desenvolvimento de cepas de Candida albicans, ndo apresentou efeito fungico,
evidenciando que Eucalyptus dunni ndo foi eficaz sobre as cepas de Candida albicans. O
controle positivo usado Fluconazol) exibiu atividade antifangico frente as cepas, conforme na
tabela 2

Tabela 2: Halos de inibicdo (mm) formados pela agéo antifungica do 6leo essencial de
Eucalyptus dunnii contra cepas de Candida albicans apds 24 horas de tratamento. Resultados
das triplicatas.

Concentragoes em % (v/v) =20 pl Controle Positivo
Amostras 5% 10% 20% 30% 100% Fluconazol
100 mg
1 1] 1] 1] 1] 0 20
2 1] 1] 1] ] 0 22
3 1] 1] 1] 1] 0 22
Media o} o} o} 0 0 21,33

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

DISCUSSAO

Os dados obtidos nesta pesquisa mostram que a composi¢do quimica do 6leo essencial
de Eucalyptus danni, exibiu trés componentes, dentre eles, 1,8-cineol (79.45%) com maior
porcentagem. Um estudo semelhante realizado por Aldoghaim e colaboradores (2018) avaliou
a composicao quimica do género Eucalyptus de varias espécies entre elas, Eucalyptus mallee,
Eucalyptus loxophleba, Eucalyptus polybractea e Eucalyptus kochii subsp. plenissima e subsp.
borealis, foram hidrodestiladas das folhas e analisadas por cromatografia gasosa-
espectrometria de massa, além de um 6leo comercial de Eucalyptus globulus. O principal
componente de todos os 6leos analisados foi, 1,8-cineol em (97,32%) para E. kochii subsp.
borealis, E. kochii subsp. plenissima (96,55%), E. polybractea (82,95%), E. loxophleba
(78,78%), E. globulus (2, 77,02%) e (66,93%) para E. loxophleba., resultados semelhantes a

pesquisa, no qual o maior componente encontrado foi 1,8 cineol.

Os dados exibidos para a avaliacdo flngica nesta pesquisa, mostrou que 0 o 0leo
essencial de Eucalyptus danni ndo apresentou efeito fungico, embora na literatura outros 6leos

essenciais ja demonstraram efeito fungico sobre cepas de Candida albicans. Estudo semelhante,
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realizado por Oliveira e colaboradores (2022), avaliaram o perfil de sensibilidade de Candida
albicans aos OEs de Cinnamomum cassia, Eugenia caryophyllus, Melaleuca, Eucalyptus
globulus. O dleo de C. cassia apresentou a maior atividade antifungica contra o isolado clinico
de C. albicans, conseguindo sensibiliza-lo na formacdo de halo de inibicdo de 40,00mm,
Eugenia caryophyllus apresentou halo de inibi¢cdo de 20 mm, M. alternifélia conseguiu formar
halo de inibicdo de 18 mm e Eucalipto globulus formacdo de halo de inibicdo de 12mm,
apresentando o menor halo de inibicdo dentre os OEs testados, mostrando que o resultado foi
semelhante a esta pesquisa, apresentando pouco efeito sobre o 6leo de Eucalipto contra cepas

de Candida albicans. Destacando que os estudos fizeram uso de espécies diferentes.

No estudo de Gucwa e colaboradores (2018), ao pesquisar sobre a atividade antifingica
de Oleos essenciais de Thymus vulgaris, Citrus limonum, Pelargonium graveolens,
Cinnamomum cassia, Ocimum basilicum e Eugenia caryophyllus frente a leveduras Candida
albicans e Candida glabrata constatou-se uma alta efetividade antifungica, sendo que todos 0s
oOleos testados exibiram atividade fungistatica e fungicida para essas cepas, a maior atividade

foi observada para o 6leo de Cinnamomum cassia.

Cordoba e colaboradores (2019) avaliaram o efeito da atividade antifungica dos 6leos
essenciais, entre eles Laurus nobilis, Thymus vulgaris, Mentha piperita, Cymbopogon citratus
e Lippia junelliana sobre espécies isoladas de Candida spp. clinicas (C. krusei, C. albicans, C.
glabrata e C. parapsilosis). Dentre os 6leos testados o que exibiu um maior efeito antifungico
foi Cymbopogon citratus e Laurus nobilis sobre cepas de Candida albicans. Verificou-se que o
OE de Thymus vulgaris exibiu menor efeito sobre cepas de Candida albicans. Dentre as cepas
de Candida testadas, a C.albicans foi a mais suscetivel ao 6leos.

Domingos e Paiva (2019) avaliaram a atividade antifungica do OE de Cymbopogon
citratus frente a leveduras do género Candida sp, foram utilizadas cepas clinicas de Candida
albicans, Candida dubliniensis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida Krusei,
Candida parapsilosis e Candida utilis. O OE apresentou atividade antifungica frente a todas as
especies, a faixa de inibicéo variou de 0,281 pug/mL a 1,125 pg/mL e concentracgdo letal entre
0,562 pg/mL a 1,125 pg/mL.

Neste estudo Tram e colaboradores (2020) avaliaram o efeito dos 6leos essenciais da
folha e casca de Cinnamomum zeylanicum (canela) frente a cepas de C. albicans e C. auris. Os
resultados mostraram maior atividade inibitoria do 6leo essencial da casca em comparagdo com

o0 6leo essencial da folha, mostrando maior efeito antifungico em espécies de C.albicans do que
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C. auris. Nos ensaios de interferéncia morfol6gica, observou-se dano a membrana celular e
ambos os 6leos essenciais inibiram a formagao de hifas. O ensaio de producdo de hemolisina
mostrou que os ambos podem reduzir a atividade hemolitica nas cepas testadas de C. albicans
e C. auris. Assim mesmo em baixas concentracdes os 6leos tém atividades antifungicas potentes

in vitro contra C. albicans e C. auris.

Krozics e colaboradores (2019) avaliaram a atividade antifingica de varios 6leos
essenciais entre eles, Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Eugenia caryophyllata,
Thujaplicata, Tujato de metila, Cinnamomum cassia, Cymbopogon flexuosus, Melaleuca
alternifolia, Eucalipto radiata, Salvia esclareia sobre cepas de Candida albicans e Candida
parapsilosis. Os resultados mostraram Cymbopogon flexuosus e Thymus vulgaris mostraram
atividade antifingica muito forte contra todas as cepas testadas, Eucalipto radiata mostrou o
menor efeito sobre as cepas de Candida spp, ao encontro dos resultados do presente estudo que

ndo apresentou efeito antifungico.

GAO e colaboradores (2020) avaliaram baixas concentracdes de Oleo essencial de
Cymbopogon citratus (>0,0781%) e citral (>0,0313%) foram suficientes para inibir o crescimento
plancténico de C. albicans, C. tropicalis e S. aureus. A coloragéo do biofilme e o teste de viabilidade
mostraram que o OE e o citral seu componente quimico majoritario foram capazes de reduzir a
biomassa do biofilme e a viabilidade celular de cada espécie.

Em outro estudo semelhante SHI e colaboradores (2017) relataram que o OE de
Cymbopogon citratus e seu principal componente quimico citral foram capazes de inibir o

crescimento de um amplo espectro de patdgenos, incluindo S. aureus e Candida albicans.

CONCLUSOES

O objetivo do presente estudo foi avaliar a composi¢do quimica do 6leo essencial de
Eucalyptus dunnii, os resultados mostraram que a maior composi¢do do 6leo foi 1,8-cineol. A
avaliagdo antifingica realizada do oleo frente a espécies de Candida albicans ndo foi
significativo, o 6leo ndo exibiu efeito antifingico. Este resultado mostra que o 6leo essencial
de Eucalyptus dunnii ndo € eficaz para a espécie de Candida albicans, o que contraria, outros
estudos com 6leo de Eucalyptus que possuem atividade antifungica sobre cepas de Candida

albicans, exibindo efeito antiflngico.

Os dados obtidos neste presente estudo permitem expandir 0 conhecimento acerca dos

produtos de origem vegetal, a fim de que se possa buscar alternativas racionais, sustentaveis
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capazes de minimizar a disseminacéo de patdgenos resistentes, promover satide com seguranca,

sugerindo novas pesquisas a serem realizadas.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos bioativos; propriedades antifungicas; resisténcia

antifungica;
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