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Resumo

Candida é um género de fungos patogénicos que causam doengas infecciosas podendo ocorrer
infeccdes fatais atingindo a corrente sanguinea. A infeccdo provoca diversos sintomas que
causam incobmodo como coceira e inflamagdo. O microrganismo vive em harmonia com o
organismo, mas em situacbes de desequilibrio, como baixa imunidade, hd a manifestacdo
patoldgica sendo recorrente em casos de imunossupressdo. O objetivo deste trabalho foi buscar
alternativas de tratamento testando, in vitro, a atividade antifingica do 6leo essencial de
Melaleuca sobre cepas de Candida albicans e Candida krusei. Os éleos essenciais (OE) sdo
produtos naturais de origem vegetal utilizados nas industrias de perfumaria, alimentos e
farmacéutica. Trata - se de uma pesquisa experimental de abordagem quali-quantitativa de
natureza aplicada, utilizando o método de diluigdo seriada em duplicata. Neste estudo nédo
houve agdo antifungica do 6leo testado diferentemente de alguns testes ja realizados com o
mesmo. Com os resultados obtidos ha uma necessidade de novos experimentos com novas

dilui¢Ges para resultados satisfatorios.



Palavras-chave: Candida. Fungo. Melaleuca.
Abstract

Candida is a genus of pathogenic fungi that cause infectious diseases and can lead
to fatal infections reaching the bloodstream. The infection causes several symptoms
that cause discomfort such as itching and inflammation. The microorganism lives in
harmony with the body, but in situations of imbalance, such as low immunity, there is
a pathological manifestation that is recurrent in cases of immunosuppression. The
objective of this work was to look for treatment alternatives by testing, in vitro, the
antifungal activity of Melaleuca essential oil on strains of Candida albicans and
Candida krusei. Essential oils (EO) are natural products of plant origin used in the
perfumery, food and pharmaceutical industries. This is an experimental research with
a quali-quantitative approach of an applied nature, using the serial dilution method in
duplicate. In this study, there was no antifungal action of the oil tested, unlike some
tests already carried out with it. With the results obtained there is a need for new

experiments with new dilutions for satisfactory results.

Keywords: Candida. Fungus. Melaleuca.

1 INTRODUCAO

Os 6leos essenciais (OE) sdo produtos originarios de plantas adquiridos por meio de
técnicas como, arraste a vapor, podendo ser extraidos de folhas, cascas rizomas e frutas. S&o
utilizados na perfumaria, alimentos e em tratamentos de enfermidades (B1ZZO e col. 2009).

H& muitos anos os 6leos essenciais fazem parte da medicina popular como alternativa
terapéutica, o que envolve estudos para que haja comprovagdo de resultados que possam ser
reproduzidos e eficazes, a avalia¢do in vitro € uma das alternativas utilizadas (NASCIMENTO
e col. 2006).



H& uma gama de 6leos essenciais existentes no mercado que séo utilizados para diversos
fins. Laranja, Menta japonesa, Hortela-pimenta, Cedro, Spearmint s&o apenas alguns dos
principais 6leos essenciais que fazem parte do mercado mundial de consumidores. (BI1ZZO e
col. 2009).

Dentre as diversas espécies, ha o 6leo de Melaleuca alternifolia (Tea Tree), originario
da Austrélia e extraido das folhas da &rvore Melaleuca alternifolia. Conhecido por suas
propriedades antimicrobianas, esta presente em diversas formulagfes com fins terapéuticos.
(CARSON e col. 2006). Para Lima e col. (2013) a Melaleuca apresenta ainda potencial
antifungico, antisséptico e parasiticida.

Visando a necessidade de novas alternativas de tratamento, os 6leos essenciais vém
ganhando cada vez mais visibilidade devido a ser uma opcéo terapéutica natural, levando em
consideracdo que a busca pelo organico esta ganhando forca nos dltimos anos. E importante
para a ciéncia estudar meios alternativos de tratamentos para patologias. Assim, com novas
descobertas € possivel levar para a populacdo conhecimento e opc¢des de tratamento.

Dentre espécies de fungos, a Candida é conhecida por seu potencial patogénico além de
apresentar mais de 200 géneros. Essa tem se mostrado resistente a alguns farmacos utilizados
na terapéutica, como, fluconazol e anfotericina B. Essas resisténcias sdo observadas devido a
mutacdes e recombinac¢des mitéticas, formando componentes-alvo dos antifingicos com menor
afinidade de ligagéo a ele, a chamada resisténcia adquirida, essas mutagdes sdo ocasionadas
apos a exposicdo do microrganismo com o antifangico, havendo a proliferacdo dos mutantes
resistentes (VIEIRA e SANTOS, 2016).

A espécie Candida albicans é uma das mais patogénicas que se multiplica por
brotamento e ainda produz tubos germinativos crescendo como pseudo-hifa. E um fungo
presente no organismo em pequenas quantidades, porém, alguns fatores desencadeiam o
acometimento desses microrganismos fazendo com que ele se manifeste, como exemplo: queda
da imunidade, gravidez, uso de antibiéticos e infeccdes por Papilomavirus humano - HPV
(DIRETORIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2022).

Portanto, analisando o seu potencial fungicida, o objetivo do presente trabalho é avaliar,
in vitro, se ha atividade antifungica do Oleo Essencial de Melaleuca frente a duas espécies de

Candida, C. albicans e C. krusei com a inibig&o do crescimento fungico.

2 MATERIAIS E METODOS



O presente trabalho tratou-se de uma pesquisa experimental e transversal, sendo de
abordagem quali-quantitativa de natureza aplicada com objetivo de explorar se ha atividade
antifngica do 6leo de Melaleuca em duas espécies de Candida: C. albicans e C. krusei.

O estudo foi realizado no laboratoério de microbiologia do Centro Universitario Luterano
de Palmas. O o6leo essencial de Melaleuca foi manipulado em Férmula Mais Farmécia e
Perfumaria LTDA. Os microrganismos utilizados foram adquiridos do CEULP ULBRA, assim
como 0s meios de cultura necessarios.

Para inicio do estudo foi preparado o meio de cultura Agar sabouraud para o crescimento
fangico das espécies selecionadas: C. albicans e C. krusei, conforme instrucdes do fabricante,
sendo diluido em agua destilada e autoclavado por 15 minutos a 121°C. Desta forma, em
ambiente estéril, foi repicado por meio de esgotamento de alca as espécies a serem trabalhadas
em placas distintas, posteriormente, foram armazenadas em estufa a 37°C por 24 horas.

O oleo utilizado no estudo foi diluido conforme o método descrito por Aligiannis et al.
(2001) e Lima et al. (2006), sendo: 800 uL do 6leo essencial, 50 uL. de Tween 80 e 4,2 ml de
agua destilada estéril, adicionados em um tubo estéril e agitado por 5 minutos. Apresentando
uma concentracdo de diluicdo a 16% (144mg/mL).

O Tween 80 é um emulsificante utilizado para obtencdo de emulsGes entre agua e 6leo
devido a sua caracteristica hidrofilica da cadeia de polioxietileno (MAPRIC, s.d.).

A avaliacdo da atividade antifungica foi realizada por meio da determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima — CIM. A CIM foi avaliada por meio de coloracdo com o
corante resazurina, no qual ha alteracdo de cor de azul para rosa ou nao. Permanece a cor azul
quando ha baixo crescimento fungico, devido acdo do antifingico avaliado ja alteracdo de cor
ocorre quando ha um crescimento fangico significativo (ROCA e col. 2019). A técnica foi
realizada em placa de 96 pocos por meio de diluicdo seriada em duplicata.

A microdiluicdo foi realizada no caldo Brain Heart Infusion Broth (BHI), meio de
cultura rico para crescimento de microrganismos exigentes, como fungos, leveduras,
enterobactérias e outros. E composto por nutrientes de cérebro e coragdo, além de fontes de
carboidratos, como dextrose e peptona fornecendo nitrogénio e vitaminas para estes
microrganismos (PROLAB, 2019).

Nas colunas avaliadas foi adicionado 100 pL de caldo BHI. As duas primeiras foram
destinadas a avaliacdo da C. albicans, na 5 e 6 para C. Krusei, 10 controle negativo, 11 controle
positivo para C. krusei e 12 controle positivo para C. albicans. Na primeira linha dos pogos foi

adicionado 100 pL do dleo diluido (concentragdo inicial a 8%), as concentragdes seguintes do



6leo foram obtidas por meio de uma diluigdo seriada passando 100 uL de um pogo para o outro
subsequente, como a tabela 1 representa.

Ap0s as diluicdes, foi adicionado 10 pL da suspensao fungica na escala McFarland 0,5
de C. albicans em todos os pogos da coluna 1, 2. Assim como em todos 0s pocos das colunas
5, 6 - 10 uL da suspenséo fungica de C. krusei.

A escala McFarland é um padréo de turvacéo utilizado para determinacéo de intensidade
dos microrganismos em um meio liquido, ocorrendo turvacédo do meio. No meio liquido contém
quantidades de cloreto de bario sulfurico, sendo assim, quanto maior a concentracao de fungos
ou bactérias, maior a opacidade do meio. O preparo € realizado adicionando 0 microrganismo
com auxilio de um swab em solucédo salina e comparando a olho nu com o meio McFarland
pronto (INTERJET, s.d.).

O poco destinado para controle negativo havia apenas 100 uL o caldo BHI. J& os
destinados para controle positivo, foi adicionado 100 uL do caldo mais 10 uL da suspenséo
fangica na escala McFarland 0,5 de C. albicans (poco 11) e na cavidade 12 havia 0 100 uL do
caldo mais 10 pL da suspenséo fungica na escala McFarland 0,5 de C. krusei.

Em todos os pocos foi adicionado resazurina. A placa foi incubada em estufa
bacterioldgica a 37°C por 48 horas, para realizacdo da leitura. A Concentracdo Inibitéria
Minima é definida pela menor concentracdo que ha inibicdo do crescimento fungico.

Tabela 1: Concentrac6es das diluices seriadas do 6leo essencial de Melaleuca.

Linhas Fator de Diluigéo Concentracdo Concentragéo

C. albicans C. krusei

A 1:2 8% 8%

B 1:4 4% 4%

C 1:8 2% 2%

D 1:16 1% 1%

E 1:32 0,5% 0,5%

F 1:64 0,25% 0,25%

G 1:128 0,125% 0,125%

H 1:256 0,0625% 0,0625%

Fonte: autor, (2022).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo realizado e metodologia empregada, o 6leo essencial de Melaleuca
ndo se apresentou eficaz para inibicdo do crescimento fungico das espécies de Candida albicans
e Céndida krusei nas concentracOes preparadas, apresentando coloragdo rosa, por meio do
corante resazurina, ap6s um periodo de incubagdo de 48 horas. As condigdes de tempo e
temperatura podem ter sido interferentes durante o processo.

Os pocos definidos como controle de esterilidade ndo apresentaram quaisquer
manifestagdes de crescimento fungico.

Seria necessario refazer novos testes com concentracfes e tempo de incubacgdo
diferentes, uma vez que estes podem ter sido fatores determinantes para os resultados obtidos,
assim como o 6leo adquirido e todos os outros reagentes. Devido aos recursos disponiveis e
tempo, ndo foi possivel dar prosseguimento no estudo.

Em um estudo realizado por Cavalcanti e col. (2011) o 6leo essencial de melaleuca
apresentou capacidade antifangica para Candida albicans nas concentracdes 2,25 mg/mL e 9,0
mg/mL, ja para C. krusei 4,5 mg/mL.

J& em outro estudo realizado por COSTA e col. (2010), foi utilizado como metodologia
a formacdo de halos realizada em placas de antibiograma. A dilui¢do do 6leo de M. alternifélia
foi realizada com Gleo vegetal de améndoas, em concentracfes de 10 a 100%. As leveduras
foram preparadas com solucédo fisioldgica 0,9% ajustadas a escala McFarland. A atividade
antifungica foi observada pelo tamanho dos halos de inibigcdo formados. Apresentou resultados
positivos nas concentragdes 50 (8mm), 60 (10mm), 70 (12mm), 80 (13mm), 90 (15mm) e 100%
(16mm) para C. albicans. Para espécie C, krusei 60 (11mm), 70 (12mm), 80 (13mm), 90
(14mm) e 100% (16mm).

4 CONCLUSOES

Todos os processos foram realizados em precisédo e dedicagédo desde o momento da
cultura dos fungos, até o fim da pesquisa. Nas condi¢Ges do estudo, os resultados nédo se
apresentaram satisfatorios com o esperado. Em todas as diluicdes houve crescimento fungico,
sendo assim, o 6leo essencial de melaleuca ndo foi eficaz para inibicdo das espécies. Qualidade
do 6leo estudado, dilui¢do testada e condi¢des de tempo podem ter sido fatores determinantes

para tais resultados.
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