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RESUMO

A crescente resisténcia das leveduras pertencentes ao género Candida frente aos
antifungicos sintéticos, atualmente disponiveis no comércio, impulsiona a busca por
novos compostos antifingicos de origem vegetal. Assim, o propésito do presente
estudo foi avaliar in vitro a atividade antifungica dos decoctos de Schinus
terebenthifolius Raddi (aroeira) Cinnamomum zeylanicum Breym (canela) e Punica
granatum Linn (rom&), vendidos por raizeiros em trés feiras livres distintas (A, B e
C), frente a trés espécies de microorganismos do género Candida (C. albicans, C.
tropicalis e C. krusei). O ensaio para determinacao da atividade antifungica dos
produtos naturais foi realizado pelo método da difusdo em meio solido, em
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triplicata, onde discos de papel de filtro estéreis embebidos em 50 pyL dos extratos
foram colocados sobre o meio de cultura. Os resultados foram avaliados a partir da
mensuracao dos diametros dos halos de inibicao de crescimento fangico em
milimetros (mm), sendo considerada a moda dos valores obtidos. Foi observada
atividade antifungica de S. terebenthifolius Raddi e de C. zeylanicum Breym sobre
C. krusei. No entanto, diferencas foram identificadas entre os produtos obtidos nos
diferentes locais. O decocto de Punica granatum Linn apresentou atividade
antifungica sobre as trés cepas fungicas utilizadas no estudo. Também foram
verificadas diferencas entres os produtos obtidos nas feiras livres, sendo que
apenas as amostras de Punica granatum Linn provenientes da feira A foram
capazes de inibir o crescimento fuingico de todas as cepas analisadas. Desta forma,
conclui-se que todos os produtos avaliados apresentam atividade antiflngica,
havendo diferencas relacionadas aos locais de sua obtencéo e sensibilidade das
cepas ensaiadas.

Palavras-chave: candidiase oral, Schinus terebenthifolius, Cinnamomum
zeylanicum, Punica granatum.

RESUMEN

La resistencia cada vez mayor de levaduras del género candida a los antifungicos
sintéticos disponibles en la actualidad ha llevado a la basqueda de nuevos
compuestos antifungicos de origen vegetal. El propdsito de este estudio fue evaluar
la actividad antifungica in vitro de decocciones de Schinus terebenthifolius Raddi
(pimentero brasilefio),Cinnamomum zeylanicum Breym (canela) y Punica granatum
Linn (granada) sobre tres especies del género Candida (C. albicans, C . tropicalis y
C. krusei). Este material vegetal fue vendido por vendedores de hierbas (raizeiros)
en tres ferias callejeras distintas (A, B y C). El ensayo para determinar la actividad
antifungica de los productos se realiz6 por triplicado. Se empled el método de
difusion en medio sélido, en el que discos de papel de filtro estériles fueron
empapados en 50 pL de los extractos y colocados en medio de cultivo. Los datos
fueron evaluados mediante la medicion de los didmetros de los halos de inhibicion
del crecimiento fangico, en milimetros, y se considerd la moda de los valores
encontrados. Se observé actividad antifingica de S. terebinthifolius Raddi y C.
zeylanicum Breym contra C. krusei, pero fueron identificadas diferencias entre los
productos obtenidos en diferentes lugares. La decoccion de Punica granatum Linn
presentd actividad antifungica sobre las tres levaduras en estudio. Ademas, se
encontraron diferencias entre los productos adquiridos en las ferias callejeras, pero
s6lo las muestras de Punica granatum Linn de la feria A fueron capaces de inhibir el
crecimiento de hongos de todas las levaduras analizadas. Todos los productos
evaluados mostraron actividad antifngica, pero hubo diferencias en funcién de la
localidad donde los productos fueron obtenidos y de la sensibilidad a las cepas
ensayadas.

Palabras clave: candidiasis bucal, Schinus terebenthifolius, Cinnamomum
zeylanicum, Punica granatum.

ABSTRACT

An increasing resistance of Candida yeasts to the synthetic antifungals currently
available has driven the search for new plant-derived antifungal compounds. In this
respect, the present study aimed to evaluate the in vitro antifungal activity of
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decoctions from Schinus terebenthifolius Raddi (Brazilian pepper tree),
Cinnamomum zeylanicum Breym (cinnamon) and Punica granatum Linn
(pomegranate) against three species of Candida genus (C. albicans, C. tropicalis
and C. krusei). Such plant material was sold by herb sellers in three distinct street
fairs (A, B and C). The test to determine the products antifungal activity was
performed in triplicate by means of the diffusion method on solid medium, in which
sterile filter paper discs were soaked in 50 pL of the extracts and then placed on
culture medium. Data were assessed by measuring the diameters of halos of fungal
growth inhibition, in millimeters (mm), and it was considered the mode of the
values found. Antifungal activity of S. terebinthifolius Raddi and C. zeylanicum
Breym was observed against C. krusei, but were identified differences among the
products obtained in different locations. Punica granatum Linn decoction presented
antifungal activity on the three yeasts under study. Also, were found differences
among the products acquired in the street fairs, but only the samples of Punica
granatum Linn from fair A were able to inhibit fungal growth of all yeasts analyzed.
Thus, it is concluded that all the products assessed showed antifungal activity, but
differences were found depending on the location where these were obtained and
on the sensitivity to the strains assayed.

Key words: oral candidiasis, Schinus terebenthifolius, Cinnamomum zeylanicum,
Punica granatum.

INTRODUCAO

A candidiase oral é uma infec¢éo fungica oportunista, que ocorre devido a
proliferacdo de leveduras comensais endégena do género Candida, encontradas em
condi¢des normais na cavidade bucal. A colonizac&o por leveduras, neste ambiente,
ocorre devido a sua capacidade de aderéncia as células epiteliais’ sendo a espécie
C. albicans a mais prevalente, além de outras espécies como C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C. guillermondii, que também contribuem para o
desenvolvimento desta doenga.?

A patogenicidade ou viruléncia desses microrganismos, embora seja determinada
geneticamente, é expressa quando existe fatores predisponentes, tais como teor
nutricional, atmosfera de oxigénio e temperatura adequados ao seu crescimento e
profliferacdo.® A candidiase oral é bastante comum em idosos, principalmente em
portadores de préteses, criangas na primeira infancia, diabéticos e pessoas com
comprometimento imunoldgico. Modificagdes no sistema imunoldgico, como
aquelas causadas por antibioticoterapia, corticoterapia, quimioterapia, radioterapia,
cirurgias, sondas e cateteres, propiciam a invasédo do fungo e o desenvolvimento do
processo patogénico.®

Por ser uma doenga que acomete um grande nimero de pessoas e esta,
geralmente, associada a enfermidades infecciosas, atuando também como
marcador de doencas sistémicas, véarias drogas sdo pesquisadas e avaliadas quanto
a sua eficacia no tratamento antifingico.®
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E importante ressaltar que os antifiingicos sintéticos comercialmente disponiveis,
na maioria das vezes, apresentam algumas limita¢des de uso, evidenciadas pelas
reacdes indesejadas apresentadas pelos usuarios, bem como pelo aumento da
resisténcia dos microrganismos, decorrentes do uso indiscriminado de
antimicrobianos nos tratamentos de doencas infecciosas, 0 que resulta em uma alta
taxa de recidiva. Devido a essa situacdo, pesquisadores séo impulsionados a
investigarem novas substancias antimicrobianas de fontes alternativas, entre elas
as oriundas das plantas medicinais.”

Na odontologia, as plantas medicinais vém sendo utilizadas com sucesso ha varios
anos, representando um meio terapéutico promissor no campo farmacolégico, uma
vez que tende a diminuir as reacdes adversas provocadas pela medicacéo alopética,
além de representar uma alternativa eficaz e economicamente viavel.® Dentro
desse conceito, a etnomedicina se destaca por associar as informacdes obtidas
junto a comunidade local, que utiliza a flora medicinal para tratar doengas, a
estudos laboratoriais que constatam ou ndo a presenca de substancias ativas
capazes de fornecer a acéo terapéutica relatada pela populacéo. ° Sendo assim, o
desenvolvimento de estudos utilizando a etnomedicina é de suma importancia
quando se pretende descobrir novas substéncias eficazes para o tratamento de
certas doencas.

Diversos produtos de origem vegetal mostram um potencial interessante, no que se
refere a sua atividade antimicrobiana, entre eles a literatura cita a Schinus
terebenthifolius Raddi (aroeira)®1°-13, Cinnamomum zeylanicum Breym (canela)4-*"
e Punica granatum Linn (rom4&).18-23

Diante deste contexto, o propdsito do presente estudo foi avaliar in vitro a
atividade antifungica dos extratos de S. terebenthifolius Raddi (aroeira) C.
zeylanicum Breym (canela) e P. granatum Linn (rom&), vendidos por raizeiros em
feiras livres, frente a trés espécies de microorganismos do género Candida.

METODOLOGIA

Os ensaios microbiolégicos foram realizados no Laboratério de Microbiologia do
Centro Universitario de Jodo Pessoa. Foram utilizadas cepas do género Candida
como a C. albicans, C. tropicalis e C. krusei cedidas pelo referido laboratério.

Foram utilizados os extratos de aroeira (S. terebenthifolius Raddi), canela (C.
zeylanicum Breym) e roméa (P. granatum Linn), obtidos em trés feiras-livres do
municipio de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil, as quais seréo identificadas pelas letras
A, B e C. A nistatina (medicamento genérico - EMS®), apresentada na forma de
suspensao, foi utilizada como controle positivo. O quadro apresenta os produtos
naturais utilizados, suas partes e provaveis compostos quimicos presentes no
extrato responséaveis pela atividade antimicrobiana (quadro).

A solucédo das partes das plantas (caule, casca) foi obtida por extracdo a quente,

na forma decocto. O processo de decoc¢ao procedeu conforme Farmacopéia (1959),
esgotando a planta fragmentada em agua destilada, na proporgédo 1 g: 10 mL,
levada a ebulicdo em fogo brando por 15 minutos, sendo assim foram utilizados
20g do produto para 200 mL de agua destilada.
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Quadro. Nomes das plantas incluidas no estudo, partes botdnicas utilizadas, tipo de extragdo e provaveis compostos

quimicos presentes no extrate responsaveis pela atividade antimicrobiana

Espécie vegetal MNome popular Parte Tipo de Compostos quimicos Referéncia tedrica
utilizada extrato
Schinus Aroeira- vermelha Caule Decocto Fendéticos, saponicas e | Freires e outros,?
terebenthifolius Raddi Aroeira-mansa, aroeira- flavandides Matinez e outros, 1t
branca Soares e outros, 12
Aroeira-da-praia Soares e outrost3

Aroeira- do-parana
Araguaraiba,

Corneiba, fruto-de-sabid e
arvore-da-pimenta

Cinnamomum Canela Caule Decocto Eugenol, linalol, dcido Castro”

zeylanicum Breym cindmico

Punica granatum Linn Rom3a Casca do Decocto Flavonoides, taninos e Holetz e outros,?*
fruto polifenélicos Machado e outros,1?

Salgado e outros,?s
Soares e outros, 12
Vanconcelos e outros??

O ensaio para determinacgéo da atividade antifungica dos decoctos foi realizado pelo
método da difusdo em meio sdélido. Em placas de Petri estéreis foram adicionados
20 mL de agar Sabouraud Dextrose (ASD) fundido e resfriado a 45-50°C. ApéGs
solidificacdo do agar, foi inoculado 1 mL da suspenséo fuangica na concentracdo de
108 UFC mLt. Em seguida, discos de papel de filtro estéreis foram embebidos em
50 pL dos decoctos e colocados sobre o meio de cultura.

Os resultados foram avaliados a partir da mensurac¢ao dos diametros dos halos de
inibicdo de crescimento fungico em milimetros (mm). O ensaio foi realizado em
triplicata, sendo considerada a moda dos valores obtidos.

RESULTADOS

Foi observada atividade antifingica de S. terebenthifolius Raddi e de C. zeylanicum
Breym sobre C. krusei. No entanto, diferencas foram identificadas entre os
produtos obtidos nos diferentes locais. Apenas a Schinus terebenthifolius Raddi
obtida na feira C e a Cinnamomum zeylanicum Breym oriunda da feira A
apresentaram atividade sobre essa cepa.

Por outro lado, o decocto de Punica granatum Linn apresentou atividade antifingica
sobre as trés cepas fungicas utilizadas no estudo (C. albicans, C. tropicalis e C.
krusei). Também foram verificadas diferencas entres os produtos obtidos nas feiras
livres. As amostras de Punica granatum Linn provenientes da feira A foram capazes
de inibir o crescimento fungico das cepas ensaiadas, enquanto que as das feiras B e
C ndo apresentaram atividade sobre a cepa de C. albicans. Os tamanhos de halos
de inibicdo de crescimento estdo descritos na tabela.
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Tabela. Medida do halo de inibigdo do crescimento fingico, medido em milimetro (mm),

produzido pelos decoctos frente as cepas de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei

Produteo utilizado Feiras livres | C. albicans | C. tropicalis | C. krusei
Schinus terebenthifolius Raddi A * * *
B £ £ *
C * * 7
* <
Cinnamomum zeylanicum Breym A 8
= * *=
B
= * *=
C
Punica granatum Linn A 12 15 28
B * 23 25
C * 19 21
Mistatina (Controle positivo) - 16 2] 11

* Auséncia de inibicdo de crescimento fungico

DISCUSSAO

A utilizacdo de plantas medicinais pode constituir uma alternativa terapéutica
bastante util devido a sua eficacia, baixo custo operacional, aliada a relativa
facilidade para a aquisicdo destas pela populacdo e compatibilidade com a cultura
regional.®

Segundo Freires e outros®, estudos com produtos naturais geram dificuldades no
que concerne a comparacao dos resultados, tal situacdo deve-se as diferentes
apresentacdes dos produtos utilizados (tintura, extrato etandlico, 6leo essencial,
dentre outros) bem como aos variados critérios metodoldgicos empregados. Diante
desta afirmativa, implicamos que as comparacdes de nossos resultados com
trabalhos similares, que utilizaram as mesmas espécies aqui ensaiadas, devem ser
cautelosas, ja que a grande maioria das pesquisas empregou formulacdes e
metodologias diferentes das que foram adotadas neste estudo.

As plantas ensaiadas foram utilizadas na forma de decocto, ja que esta é a
formulacdo mais indicada quando se pretende utilizar a parte dura de uma planta,
como a casca do caule ou do fruto.® Além disso, é importante ressaltar que este
tipo de formulacdo é bastante utilizado pela cultura nordestina na preparacdo de
chés caseiros com finalidade terapéutica.

Em nosso estudo o decocto de S. terebenthifolius Raddi apresentou atividade
antifungica apenas sobre a espécie da C. krusei, mostrando-se inativa para as
espécies de C. albicans e C. tropicalis. Estudos como o de Martinez e outros*! no
qual foi utilizando um extrato etandlico a 30% da folha de Schinus terebenthifolius
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Raddi também foi observado uma caréncia de atividade inibitéria deste frente a
levedura C. albicans em todas as concentra¢gdes examinadas (100 %, 50 % e

10 %). No entanto, no trabalho de Guerra e outros'? analisando o extrato etandlico
a 80% da folha da mesma planta verificaram atividade antimicrobiana desde a
concentracédo de 80 % até a menor de 1 % para todos 0s microorganismos
estudados, sendo observado os maiores halos de inibigcdo para a C. albicans
(25,3-11,9 mm).

N&o encontramos na literatura estudos que analisem a atividade desta planta sobre
as cepas C. krusei e C. tropicalis, o que impossibilita qualquer comparacéo com
nossos achados.

Do mesmo modo, o decocto da C. zeylanicum Breym mostrou capacidade inibitéria
somente sobre as cepas da C. krusei, ndo apresentando atividade sobre as espécies
de C. albicans e C. tropicalis. Em trabalho realizado por Buchbauer e outros?®
avaliando a atividade antifingica dos componentes quimicos presentes no 6leo
essencial da C. zeylanicum, constatou-se que o referido 6leo inibe o crescimento de
cepas de C. albicans. Esse estudo também refere que esta atividade deve-se a
presenca do eugenol, composto majoritario do produto, como também dos
compostos minoritarios presentes no 6leo. Corroborando com tal estudo, Lima e
outros 4 também ressaltam a atividade antifingica deste 6leo sobre a C. albicans,
mostrando que em meio soélido ele inibiu o crescimento da maioria da cepas
testadas (58%), dentre elas as espécies C. albicans e C. krusei, caracterizado pela
formacéo de halos de inibigéo entre 10 a 23 mm de diametro. Apesar de ambos 0s
estudos constatarem atividade antifingica deste 6leo essencial sobre a C. albicans,
esta capacidade néo foi verificada pelo decocto da mesma planta em nossos
ensaios.

Similar aos nossos achados, o trabalho de Lima e outros!* mostrou inatividade do
6leo essencial da C. zeylanicum Breym para as cepas C. tropicalis, que de maneira
geral, foi a espécie mais resistente a acdo dos Oleos essenciais testados em tal
estudo.

Quanto ao decocto da P. granatum Linn, os resultados mostram que foi o Unico
produto avaliado que apresentou atividade antiflingica sobre as trés espécies de
leveduras estudas (C. albicans, C. krusei e C. tropicalis). A atividade anti- Candida
oferecida por essa planta ja era mencionada na literatura como no ensaio clinico
realizado por Vasconcelos e outros?® que avaliando a capacidade antifingica de um
gel contendo extrato de P. granatum na infeccdo por candida associada a
estomatite protética, concluiram que o extrato da P. granatum pode ser usado
como agente antifingico topico nesses casos, uma vez que o grupo que fez uso
desse gel obteve negatividade para Candida, apds um periodo de 15 dias de uso,
similar ao grupo que fez uso do miconazol (Daktarin ® gel oral) pelo mesmo
tempo.

Holetz e outros?* analisando a atividade antimicrobiana de 13 plantas medicinais
brasileiras contra bactérias e leveduras observaram que o extrato da P. granatum
pela técnica da microdiluicdo apresentou uma boa atividade inibitéria sobre a S.
aureus e sobre as leveduras C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis, porém
mostrou-se inativa para a C. albicans.

Embora Holetz e outros?* ndo tenham observado atividade inibitéria do extrato da
P. granatum sobre a C. albicans, Navarro e outros?® avaliando a atividade
antimicrobiana em meio sdlido de 12 extratos metandlicos, entre eles o extrato da
casca deP. granatum, observaram que este apresentava atividade sobre a espécie
da C. albicans na concentracdo de até 10mg mL 1. Além destes autores, Almeida e
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outros!® também observaram atividade da tintura desta planta sobre as mesmas
espécies de Candida utilizadas neste estudo, afirmando ainda que tal produto
apresenta acdo antimicrobiana em baixas concentragdes.

A atividade antifungica observada pela familia Punicaceae em ambos os trabalhos,
como também no presente estudo, pode estar relacionada a presenca de glicosideo
flavandide?? e taninos?*, componentes que apresentam propriedades
antimicrobianas e antiinflamatérias. Conforme Vasconcelos e outros?’ ha um
interesse crescente no uso de taninos como agentes antimicrobianos, a atividade de
taninos contra bactérias e leveduras pode ser medida por sua agao sobre as
membranas, ja que estes podem atravessar a parede celular, composto por varios
polissacaridos e proteinas, e se ligarem a sua superficie.

Neste estudo, optou-se por fazer uso de plantas oferecidas em trés feiras-livres do
municipio de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil, como forma de avaliar as espécies as
quais a populacéo local tem acesso. Sendo assim, os resultados mostraram
diferenca na atividade para uma mesma espécie obtida em locais diferentes. Uma
justificativa para essa situacdo seria a diversidade dos locais de coleta das
amostras, bem como as diferentes técnicas empregadas para sua obtencgéo,
segundo Sousa e outros!?, o modo de extracdo dos principios ativos pode
influenciar significantemente na atividade antimicrobiana. Para Sarmar e outros®°, a
biossintese dos constituintes de uma planta é fortemente afetada pelo ambiente,
colheita e pos-colheita, precipitagdo pluviométrica, temperatura, luminosidade e
umidade.

Embora a caréncia na literatura de estudos similares ao nosso quanto a forma e
metodologia empregada dificulte uma maior discussdo dos nossos resultados, os
achados apresentam importéncia insofismavel, pois as espécies de Candida
avaliadas neste estudo tém sido detectadas como patogénicas nos casos de
candidiase oral, principalmente em pacientes imunocomprometidos.

O achado de uma substancia ativa in vitro, com capacidade de reduzir o niUmero de
leveduras in vivo, torna-se desejavel, especialmente em casos de imunodeficiéncia,
onde a candidiase bucal pré-instalada pode levar a um quadro sistémico mais
grave. ! Tendo em vista esse contexto, sugere-se a continuidade de outros ensaios
microbioldgicos pré-clinicos, como cinética de morte microbiana e toxicolégicos,
utilizando extratos de S. terebinthifolius, C. zeilanicum e P. granatum, que possam
servir como base para futuros estudos que avaliem a eficacia clinica destes
produtos em inibir o crescimento fungico e bacteriano.

Sendo assim, conclui-se que todos os produtos avaliados apresentam atividade
antifungica, havendo diferencas relacionadas aos locais de sua obtencéo e
sensibilidade das cepas ensaiadas. Destaca-se que o decoto de Punica granatum
Linn, especialmente o produzido a partir do produto obtido na feira A, inibiu o
crescimento de todas as cepas de Candida estudadas, representando uma
possibilidade promissora para utilizagdo clinica.
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