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Resumo:
VIEIRA, J. N. Candida spp. na cavidade oral de individuos hospitalizados e ndo-
hospitalizados e acao antifUngica de Oleos essenciais sobre isolados de
Candidiase Atrofica Cronica. 2016. 82f. Tese (Doutorado em Parasitologia) —

Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Um dos objetivos deste estudo foi comparar a frequéncia de Candida spp. na
cavidade oral de individuos hospitalizados e ndo-hospitalizados. Como a candidiase
constitui a infecgdo micatica bucal mais comum, a mesma é frequente em usuarios
de aparelhos protéticos, que podem desenvolver a candidiase atrofica cronica.
Portanto, devido a resisténcia aos farmacos antifingicos e tendo a necessidade de
obtencdo de novos compostos terapéuticos para o tratamento de candidiase oral,
outro objetivo desta pesquisa foi avaliar a composi¢ao quimica e a citotoxicidade dos
Oleos essenciais de Cuminum cyminum (cominho), Anethum graveolens (endro),
Pimpinella anisum (erva-doce) e Foeniculum vulgare (funcho), bem como a sua
atividade antifungica in vitro contra isolados de Candida spp.. Os resultados
mostraram colonizagcdo de Candida spp. em 47,1% dos individuos né&o-
hospitalizados e de 85,7% dos pacientes hospitalizados, sendo que o0s
hospitalizados apresentaram 6,73 vezes mais chances de possuir Candida spp.. Os
principais componentes quimicos dos 6leos essenciais foram cuminaldeido (32,66%)
para o cominho, carvona (34,89%) para o endro, trans-anetol (94,01%) para a erva-
doce e anetol (79,62%) para o funcho. No ensaio de viabilidade celular, realizado
com fibroblastos de ratos, os 6leos de funcho e erva-doce nédo foram citotoxicos em
todas as concentracfes testadas, no entanto, o 6leo de cominho foi citotoxico na
concentracdo de 20 mg.mL™ e o 6leo de endro nas concentracdes de 20 e 8 mg.mL’
! Todas as dez leveduras foram sensiveis aos 6leos essenciais avaliados, sendo o
0leo de C. cyminum o que apresentou a menor Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), de 4,375mg.mL™. Pode-se concluir que Candida spp. esta presente em maior
frequéncia em pacientes hospitalizados e que os 0leos essenciais de C. cyminum, P.
anisum e F. vulgare ndo foram citotoxicos nhas mesmas concentracdes inibitorias

minimas obtidas para os fungos.

Palavras-chave: citotoxicidade, concentragdo inibitéria minima, Oleos essenciais,

Apiaceae, candidiase.



Abstract:
VIEIRA, J. N. Candida spp. na cavidade oral de individuos hospitalizados e ndo-
hospitalizados e acao antifUngica de Oleos essenciais sobre isolados de
Candidiase Atrofica Cronica. 2016. 82f. Tese (Doutorado em Parasitologia) —

Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

One of the aims of this study was to compare the frequency of Candida spp., in the
oral cavity of non-hospitalized and hospitalized subjects. Candidiasis constitutes the
most common oral mycotic infection, with a high frequency in users with prosthetic
devices, who can develop chronic atrophic oral candidiasis. Therefore, due to the
antifungal drug resistance and with the need to obtain new therapeutic compounds
for the oral candidiasis treatment, the other aim of this research was to evaluate the
chemical composition and the cytotoxicity of the essential oils of Cuminum cyminum
(cumin), Anethum graveolens (dill), Pimpinella anisum (anise) and Foeniculum
vulgare (fennel), as well as their in vitro antifungal activity against isolates of Candida
spp. The results showed colonization of Candida spp., in 47,1% of the non-
hospitalized individuals and of 85,7% in the hospitalized patients, being that these
presented 6,73 times more likely to have Candida spp. The main chemical
components of the essential oils were; the cuminaldehyde (32,66%) for the cumin,
the carvone (34,89%) for the dill, the trans-anethole (94,01%) for the anise and the
anethole (79,62%) for the fennel. In the cellular viability assay, performed in mice’s
fibroblasts, the fennel and anise essential oils were not cytotoxic in all the tested
concentrations; however the cumin essential oil was cytotoxic in the concentration of
20 mg.mL™? and the dill essential oil in the concentrations of 20 and 8 mg.mL™
respectively. All the ten yeasts were sensitive to the evaluated essential oils, being
the C. cyminum the one that presented the lowest Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), being of 4,375mg.mL™. It can be concluded that Candida spp., has a higher
frequency in hospitalized patients and the essential oils of C. cyminum, P. anisum
and F. vulgare were not cytotoxic at the same minimum inhibitory concentrations

obtained for fungi.

Key words: cytotoxicity, minimum inhibitory concentration, essential oils, Apiaceae,

candidiasis.
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1. INTRODUCAO:

A candidiase é uma micose oportunista causada pela proliferacdo de
espécies de Candida, principalmente Candida albicans, sendo esta, a espécie mais
patogénica em humanos (MENEZES et al, 2009). Candida spp. vive como
microrganismo comensal em individuos saudaveis, mas pode causar infeccdo, se
existirem condic¢des favoraveis relacionadas a baixa imunidade do hospedeiro. Essa
levedura também pode ser transmitida, principalmente, por contato através da
mucosa oral, via iatrogénica, entre outras, podendo causar doencas em pessoas que
possuem algum fator predisponente. Os quadros clinicos mais rotineiramente
reportados relacionados a candidiase sdo as do tipo cutaneomucosa,
sistémicalvisceral e alérgica (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).

As infecgdes fungicas nosocomiais por leveduras do género Candida tém se
elevado cada vez mais nos Ultimos anos, e sao responsaveis por altas taxas de
morbidade e mortalidade (PU et al.,, 2015). A presenca destas leveduras na
microbiota humana favorece a ocorréncia destas infeccdes, principalmente, devido a
fatores de viruléncia do fungo e da sua interacdo com 0s pacientes hospitalizados,
que apresentam debilidade do sistema imunitario (MOYSES; NAGLIK et al., 2011,
SILVA et al. 2014; SIQUEIRA et al., 2014). Nestes pacientes, C. albicans € a mais
frequente da microbiota oral, podendo-se encontrar mais de uma espécie de
Candida no mesmo paciente, sendo mais comum nos imunocomprometidos (PIRES
et al., 2011). Essas espécies podem estar presentes na pele, boca, lingua, garganta
e Orgdos internos, causando lesGes superficiais ou profundas, agudas ou crénicas
(CLIFF et al., 2008; BARBEDO et al., 2010).

As infeccBes orais causadas por espécies de Candida sdo as mais
comumente diagnosticadas, e no ambito da Odontologia, tais infeccdes sé&o
frequentes devido a alteracdes locais e sistémicas que modificam a microbiota oral.
Entre as variacdes locais estdo o uso de aparelhos ortodonticos, tabagismo,
hipossalivacdo, mudanca de habitos alimentares, higiene oral deficiente e pacientes
portadores de aparelhos protéticos (STRAMANDINOLI et al., 2010), que assumem
destacada importancia, ja que a presenca de espécies de Candida na superficie da
prétese, em contato com a mucosa, € o fator determinante para o aparecimento da
Candidiase Atréfica Cronica (CAC) (TELLES et al, 2004). Esta doenca, também
conhecida como “estomatite por dentadura”, € caracterizada por eritema localizado

cronico dos tecidos cobertos pela dentadura (NEVILLE et al., 2002).
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Embora Candida albicans seja a espécie predominante nos quadros clinicos,
a proporcdo de espécies de Candida ndo albicans (NAC) tém aumentado
rapidamente, como Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e
Candida krusei (WINGARD, 1995; VASQUEZ et al., 2000).

Ha muito tempo, as infeccbes por Candida spp. crescem a uma velocidade
alarmante, assim como o desenvolvimento de resisténcia em relagdo aos farmacos
antifangicos comumente utilizados. Contudo, ha um aumento do interesse gerado
entre académicos e pesquisadores no estudo de plantas com finalidades
terapéuticas, para obtencdo de outros compostos quimicos que possam ter
aplicacbes biolégicas comprovadas através de ensaios pré-clinicos, que visam
analisar parametros de seguranca e de eficacia por meio de estudos de
citotoxicidade e da atividade in vitro e in vivo (WEYERMANN et al., 2005).

A flora vegetal brasileira tem varias espécies de plantas que sdo usualmente
utilizadas como antifingicos, e é notoério que o Brasil, pela sua diversidade botanica,
€ conhecido mundialmente pela grande variedade de produtos com acgbes

medicinais, amplamente utilizadas em suas diversas regides (FENNER et al., 2006).

Entre as numerosas espécies de plantas aromaticas, as da familia Apiaceae
vém sendo investigadas. Seus membros incluem muitos vegetais comumente
cultivados como: cominho, cenoura, aipo, coentro, endro, salsa, erva-doce, funcho,
dentre outros, que devem seu sabor caracteristico, em grande parte, a diversos
compostos volateis nos frutos e folhas, que ndo s6 representam a sua utilizacédo
culinaria, mas, também, sua ampla aplicacdo na medicina (DOWNIE, et al., 2000;
SIMOES, 2010).

Dessa forma, este estudo justifica-se pela possibilidade de uma planta néo
citotoxica se constituir em recurso terapéutico alternativo, e ainda, pela descoberta e
elaboracdo de substancias que apresentem acao significativa, com menor indice de
desvantagens e que possam ser aplicadas em pacientes hospitalizados, e também
em individuos com problemas de candidiase oral (como a CAC), com objetivos

curativos e preventivos, diminuindo, assim, a ocorréncia de infec¢des fungicas.



2. OBJETIVOS:

2.1. Objetivo Geral

Verificar a presenca de Candida spp. na cavidade oral de individuos
hospitalizados e ndo hospitalizados e avaliar a acdo de O6leos essenciais em

espécies de Candida de pacientes com candidiase atrofica crénica.

Objetivos especificos

- Avaliar a frenquéncia de Candida spp. na cavidade oral de individuos néo-

hospitalizados com a de individuos hospitalizados;

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos Oleos essenciais de
Cuminum cyminum (cominho), Anethum graveolens (endro), Pimpinella anisum
(erva-doce) e Foeniculum vulgare (funcho) frente a leveduras de Candida spp.

isoladas de pacientes com candidiase atrofica cronica,

- ldentificar os constituintes majoritarios dos 6leos essenciais por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS);

- Testar a citotoxicidade dos 6leos essenciais que apresentarem acao fungistética in

vitro.



3. REVISAO DE LITERATURA:

3.1 Candida spp.

O género Candida pertence ao reino Fungi, grupo Eumycota, filo
Deuteromycota, classe Blastomycetes, ordem Cryptococcales e faz parte da familia
Criptococcacea (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; MIRANDA et al., 2012). Este
fungo apresenta espécies em forma de levedura, medindo aproximadamente de 2 a
6um, que se reproduzem por brotamento. A maior parte das espécies forma pseudo-
hifas e hifas nos tecidos. As colbnias possuem coloracdo branca a creme e tém
superficie lisa ou rugosa (KAUFFMAN, 2005; ALVARES et al., 2007).

Espécies de Candida vivem como comensais no homem e nos animais, estdo
presentes na microbiota humana desde o nascimento sem causar infeccdo, e
coexistem com o hospedeiro durante toda a sua vida. Podem habitar,
principalmente, a cavidade bucal, a vagina, o trato gastrointestinal, os aparelhos
urinario e respiratorio, entre outras localizacbes (MENEZES et al.,, 2013). Essas
espécies ndo causam doenca, a nao ser que ocorra um desequilibrio nos
mecanismos de defesa ou fatores externos, como por exemplo, o uso de
antimicrobianos, que podem alterar a microbiota normal. A candidiase esta presente,
numa frequéncia de 5% dos recém-nascidos, 5% de pessoas com doencas
neoplasicas e 10% dos pacientes idosos com saude precaria (ROGEZI; SCIUBBA,
2000). Entretanto, a infec¢cao por Candida ocorre mais em pessoas nos extremos da
idade (SONIS et al, 1996; KAUFFMAN, 2005).

Candida albicans é considerada a espécie mais frequente, mas tem havido
mudancas nesse perfil, com a emergéncia de espécies de Candida néo albicans,
como: C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, Candida kefyr, C.
lusitaniae, e C. guillermondii. As razGes para tal mudanca no padréo de distribuicao
das espécies, ainda ndo foram completamente esclarecidas, podendo estar
relacionadas com fatores imunolégicos do hospedeiro, com a resisténcia desses
microrganismos aos antifungicos, assim como aos fatores de viruléncia do fungo, o
gue coloca as espécies de Candida entre os mais importantes fungos oportunistas
(MENEZES et al., 2009; DALAZEN et al., 2011; DEMITTO et al., 2012; PU et al.,
2015).
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Dentre os fatores de viruléncia da Candida, citam-se as capacidades de
aderéncia aos tecidos e superficies, formacgéo de tubos germinativos e a producéo
de proteases e fosfolipases extracelulares que ajudam na degradacao de tecidos e
facilita a proliferacdo da levedura na mucosa. Desta forma, Candida spp. pode
causar doenca no homem por invasdo tecidual, por inducdo de estados de
hipersensibilidade, ou por producdo de toxinas (BUDTZ-JORGENSEN,1990;
TORRES et al., 2007; SARDI et al., 2010; SIMOES et al., 2013).

Assim como muitos microrganismos, a capacidade de Candida spp. se aderir
a superficies é, presumidamente, uma caracteristica importante de sobrevivéncia
e/ou patogenicidade (JAIN et al., 2010).

As formas de manifestacdo da candidiase sdo basicamente de trés tipos:
mucocutanea, cutanea e sistémica. A forma mucocutanea acomete a cavidade oral e
o canal vaginal, sendo a mais comum nos seres humanos. A candidiase cutanea
pode acometer regides Umidas do corpo como: mamas, axilas, pregas das virilhas,
espacos interdigitais, debaixo de unhas. Em neonatos, o uso de fraldas pode causar
erupcdes, que é também uma manifestacdo comum de Candida cutanea. A forma
disseminada ou sistémica é rara, e ocorre em pacientes terminais com doencas
debilitantes, neoplasicas, doencas imunossupressivas e ap0s transplantes de 6rgaos
(STRAMANDINOLI et al., 2010; COUTO et al., 2011).

3.2. Candidiase oral

A microbiota oral é bastante variavel, com mais de 700 espécies de
microrganismos identificados, dos quais muitos ainda ndo foram expressamente
descritos. Nessa ampla e complexa ecologia microbiana da cavidade oral humana,
encontram-se, pelo menos, vinte géneros e, aproximadamente, noventa espécies de
leveduras isoladas e classificadas. Dentre estas, algumas espécies de Candida sao
consideradas patogénicas: Candida albicans, Candida guilliermondii, Candida
glabrata, Candida kefyr, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e
Candida viswanathii (MENEZES et al., 2009).

Espécies de Candida fazem parte e colonizam a cavidade oral de até 60% de
todos os individuos saudaveis com média de 300 a 500 unidades formadoras de
colbnias por mililitro de saliva (MUZYKA, 2005).
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Varios fatores orais locais, tais como o uso de préteses removiveis, aparelhos
ortoddnticos fixos e removiveis, boca seca, alta dieta de agucar, e ma higiene oral,
podem aumentar a presenca de espécies do género Candida na cavidade oral,
podendo comportar-se como patdgenos oportunistas, originando infeccdes
(CAMPISI et al., 2002; DALAZEN et al., 2011; SIMOES et al., 2013; KHANPAYEH et
al, 2014).

Essas infeccbes podem ser superficiais ou profundas, e fatores
predisponentes como recém-nascido, diabetes, antibioticoterapia, xerostomia,
iImunossupressao e AIDS estdao associados com a forma aguda, enquanto a
diabetes, protese superior e queilite angular, relacionam-se com a forma crénica.
(SCULLY et al., 1992; MOREIRA et al., 2002).

Candida albicans e C. tropicalis tém sido identificadas como as principais
espécies envolvidas em infecgBes fungicas orais e possuem como principal fator de
viruléncia a capacidade de adesé&o aos tecidos orais e formacao de biofilmes mistos
(THEIN et al., 2006).

Devido ao desenvolvimento de resisténcia em relacdo aos farmacos
antifingicos sintéticos utilizados, e as reacfes indesejadas apresentadas pelos
usuarios, infeccbes por espécies de Candida tém aumentado. Com isso, novos
produtos sdo propostos na tentativa de diminuir tais ocorréncias, dentre eles, os
Oleos essenciais de plantas medicinais (LIMA et al., 2006; POZZATTI, 2008;
CASTRO e LIMA, 2010;2011; KAMBLE, 2015; YANG et al., 2015).

3.3 Candidiase Atréfica Cronica (CAC):

A candidiase € a infeccdo fungica bucal mais comumente diagnosticada. Na
area da Odontologia, a candidiase assume destacada importancia nos pacientes
portadores de aparelhos protéticos (NETO et al., 2005). A utilizacdo de proteses
dentarias totais, como forma de recuperar a funcdo mastigatéria e a estética, é
capaz de promover a alteracdo da diversidade microbiana, facilitando o
desenvolvimento de doencas bucais (EMILSON; THORSELIUS, 1988). O uso
continuo de proteses e a ma adaptacdo destas, pode atuar como um elemento
importante, estimulando um processo que promove degeneracdo das glandulas
salivares palatinas e diminuicdo do pH, propiciando a multiplicacéo de leveduras do

género Candida (SHIMIZU, et al., 1987). As leveduras quando presentes na mucosa
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bucal, causam o surgimento de areas eritematosas denominadas candidiase atrofica
cronica (CAC), também conhecida como “estomatite por dentadura”, “estomatite da
prétese” ou “inflamagéao bucal por dentadura”, que se caracteriza por varios graus de
eritema, petéquias hemorragicas, localizadas na area das bordas da dentaduras de
uma protese removivel, e ocorre frequentemente em pessoas que usam proteses
superiores completas (PINDBORG, 1981; KAUFFMAN, 2005). A reacdo também
pode decorrer de desenho inapropriado da dentadura, alergia a sua base, ou
polimerizacao inadequada do acrilico (MOREIRA et al., 2002).

O paciente com CAC apresenta alteragdes inflamatorias vistas por debaixo da
protese total, com uma superficie vermelha viva, aveludada a pedregosa, de forma
circunscrita ou difusa, ulcerada ou ndo. O palato encontra-se hiperemiado e doloroso
(REGEZI; SCIUBBA, 2000). Em manifestacdes mais graves, estdo presentes
pequenas vesiculas e erosdes confluentes (REGEZI; SCIUBBA, 2000). Esta forma
de lesdo pode acometer até 65% das pessoas idosas que utilizam prétese,
especialmente a dentadura total superior, podendo, também, surgir na mucosa de
suporte de uma protese parcial removivel, entretanto, em menor presenca (SCULLY,
1992; REGEZI; SCIUBBA, 2000).

As causas responsaveis pelo surgimento da estomatite por dentadura sao
varias, como: traumatismo crénico, secundéario a préteses mal adaptadas; relacdes
oclusais ndo ideais, e ndo remocao da protese durante a noite, relacionada a ma
higiene do paciente (REGEZI; SCIUBBA, 2000). Dentre os sintomas clinicos da
candidiase atrdéfica crénica estdo: dor, irritacdo e distirbios da salivacdo, porém,
muitos pacientes que adquirem esta doenca, podem n&do apresentar manifestacao
alguma (PINDBORG, 1981).

Para Neto et al. (2005), a prevencédo da candidiase engloba a higieniza¢édo da
boca e da prétese, incluindo a escovacao e o uso de agentes quimicos.

Os pacientes portadores de prétese total removivel devem realizar a remocéo
mecanica e/ou quimica dos fungos retidos nas irregularidades e depressbes dos
aparelhos protéticos. A remogdo mecanica pode ser feita através da escovacao, e a
remogao quimica, geralmente é feita deixando-se a peca protética durante toda a
noite mergulhada em solucéo apropriada (BORAKS, 1999; TELLES et al, 2004).
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3.4. Antifungicos e tratamento na candidiase

Frequentemente, as infec¢des por fungos sdo de dificil tratamento, o que
estd relacionado intrinsecamente a obtencdo de resisténcia por parte de seus
agentes etioldgicos frente & acdo de farmacos antifiingicos (ARAUJO et al., 2004). O
arsenal terapéutico destes farmacos de uso sistémico e tépico ainda é limitado, e é
clara a necessidade de novos compostos menos toxicos e mais eficazes (FREIRES
et al., 2011; SAVOIA et al., 2012).

Diante das infec¢des causadas por leveduras de Candida, alguns antifingicos
sintéticos tém sido indicados no tratamento, como o grupo dos poliénicos (nistatina,
anfotericina B) e o grupo dos azdis, baseado nos nucleos imidazoéis (clotrimazol,
econazol, fenticonazol, cetoconazol, miconazol, tioconazol e sulconazol) ou triazol
(itraconazol, voriconazol e fluconazol) (RANG, DALE, 2003; KURIYAMA et al., 2005).
Ambos os grupos compartiiham do mesmo mecanismo de acdo, sendo que o0s
triazois sistémicos sdo metabolizados mais lentamente e tém um efeito menor sobre
a sintese de esterdis humanos do que os imidazois (GOODMAN et al., 2003).

A anfotericina B, ndo é absorvida pelo trato gastrintestinal e deve ser
administrada por via intravenosa. Tem sido considerada a droga de referéncia para o
tratamento de infec¢Bes fungicas, mas seu uso € limitado pela toxicidade sistémica e
local que apresenta (BATISTA et al., 1999; BURGESS, et al., 2000). Ja a nistatina, €
um fungistatico e fungicida do mesmo grupo e seu mecanismo e espectro de acao
sdo semelhantes aos da anfotericina B, porém, € altamente téxica quando usada por
via sisttmica (SERRACARBASSA; DOTTO, 2003). Os triazélicos fluconazol e
itraconazol podem ser administrados via oral ou intravenosa, e sdo comumente
utilizados no tratamento das infecces por fungos, pois sdo menos téxicos que 0s
poliénicos (BURGESS, et al., 2000).

E descrita a resisténcia da Candida a alguns destes farmacos antifingicos, o
gue pode comprometer o tratamento do paciente (MOREIRA et al., 2002).

O desenvolvimento de técnicas para avaliar a suscetibilidade aos antifungicos
tem sido o propésito de varios estudos nas ultimas décadas (DEMITTO et al., 2012).
Com isso, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tem desenvolvido e
padronizado testes para determinagéo da suscetibilidade in vitro de leveduras, como
o método de microdiluicdo em caldo (MD), considerado o padréo-ouro (CLSI, 2008).

Na area odontoldgica, estudos com produtos naturais tiveram um crescimento

acirrado nos ultimos anos, devido a procura de novos compostos com maior
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atividade farmacoldgica, menor toxicidade e maior biocompatibilidade, além de
apresentarem custos mais acessiveis a populacdo (CASTILHO et al.,, 2007;
POZZATTI, 2008). O emprego desses compostos naturais que apresentam acao
antifingica terapéutica em microrganismos resistentes mostram-se promissores
modelos na constituicdo de produtos odontolégicos como, por exemplo, em proteses
dentarias, e como apoio na prevencado e tratamento de diversas patologias bucais,
como a carie dentaria, doenca periodontal e candidiase oral, como a candidiase

atrofica cronica.

3.5. Fitoterapia:

A fitoterapia constitui-se na pratica do uso de plantas ou de suas partes com
finalidade medicinal (MACIEL et al., 2002). Os chineses, no ano 3000 a.C., foram os
que deram inicio ao uso de fitoterdpicos. A Alemanha hoje € um dos principais
paises pioneiros no uso de fitoterapicos (70% dos profissionais prescrevem
fitoterapicos nos servicos de saude) (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

A ciéncia que estuda todos os produtos de origem animal ou vegetal de uso
popular € conhecida como etnofarmacologia. A utilizacdo da planta inteira refere-se
a um Fitoterapico, enquanto que medicamentos a base de plantas que possuem um
principio ativo isolado, ou seja, que possuem uma substadncia medicamentosa
isolada a partir de 6leos ou extratos refere-se a um fitofarmaco (MACIEL et al., 2002;
BRASIL, 2004).

Pesquisas comprovam que muitas espécies de plantas arométicas possuem
atividade inibitéria frente a bactérias e fungos (GAUCH et al., 2014). Devido as
varias atividades biol6gicas demonstradas pelos compostos de origem natural, 6leos
essenciais tém sido pesquisados para determinacdo da atividade antimicrobiana
(LIMA et al., 2006; POZZATTI, 2008; CASTRO; LIMA, 2010, GAUCH et al., 2014;
KAMBLE, 2015; YANG et al., 2015). Esta atividade depende das condi¢cbes de
cultivo, dos métodos de extracdo e dos soventes utilizados, que permitem uma
variacao dos principios ativos (ARAUJO et al., 2010).

Quando o produto natural € selecionado através da realizacdo de pesquisa
bibliografica; extracdo de informagdes boténicas, taxonGmicas e quimicas; analise
de fatores ambientais (local da coleta, época, temperatura, etc.); verificacdo da
atividade farmacologica; realizacdo de estudo etnofarmacolégico, sdo realizados

ensaios farmacologicos e toxicolégicos para confirmar sua atividade, e apos,
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verifica-se se a substancia ativa é conhecida, se existe faixa de concentracdo/dose
para uso e a sua toxicidade (MACIEL et al., 2002; BRASIL, 2004; BOMBARDELLI,
BOMBARDELLI, 2005; VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Antigamente, a fitoterapia era mais adotada pela populacdo carente da area
rural ou urbana, devido a fécil disponibilidade e menores custos (DUARTE, 2006). O
ressurgimento do interesse no tratamento com produtos naturais e o0 aumento da
demanda de consumo por compostos efetivos e seguros, requerem mais dados
sobre os extratos e 6leos de plantas (NASCIMENTO et al., 2007; SAVOIA et al.,
2012). A Organizacdo Mundial de Saude indica o uso de plantas medicinais,
sobretudo, em paises em desenvolvimento, nos programas de saude publica
(CARRICONTE et al., 1995; MARTINS et al., et al., 1998). Atualmente, o uso desses
produtos como fonte terapéutica, € uma opcao para problemas de salde, e esta
bem definido em algumas culturas e tradicdes, especialmente na Asia, América
Latina e Africa (DUARTE, 2006).

Outro topico a ser ressaltado, € a realizacdo de estudos de screening na
tentativa de descobrir a atividade farmacoldgica de novos agentes de origem natural,
sendo de relevante importancia, principalmente no Brasil, pais que oferece uma
imensa biodiversidade e tem uma posicao privilegiada por possuir cerca de 25% da
flora mundial, que pode ser uma rica fonte de matéria-prima de produtos naturais
com acdo antimicrobiana, e representa uma opcao promissora no atague as cepas
multirresistentes.

Muitos componentes de plantas e/ou seus derivados semi-sintéticos,
constituem uma parcela apreciavel de medicamentos recém lancados no mercado
(WILSON; DANISHEFSKY, 2006).

Atualmente, alguns estudos demonstram a atividade antifungica de O6leos
essenciais de algumas plantas sobre espécies de Candida. Castro e Lima (2010)
investigaram a atividade antifingica in vitro do 6leo essencial do Eucalyptus globulus
L. (eucalipto) frente a espécies de Candida envolvidas com infec¢des bucais, e
concluiram que todas as cepas apresentaram-se sensiveis ao 6leo essencial de
eucalipto. Cavalcanti e colaboradores (2011) avaliaram a atividade antifungica dos
Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia (melaleuca), Cymbopogon winterianus
(citronela), e Rosmarinus officinalis (alecrim) sobre Candida albicans, C. krusei e C.
tropicalis, e observaram que os produtos avaliados exerceram atividade antifungica

sobre as espécies de Candida. Freires et al. (2011), avaliaram as mesmas espécies
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de Candida frente Schinus terebinthifolius (aroeira), que também apresentou acao
antifangica sobre as leveduras.

Segundo a toxicologia, toda substancia pode ser considerada um agente
toxico, dependendo das circunstancias de exposi¢cdo, como: dose administrada ou
absorvida, tempo e frequéncia de exposicéo, e vias pela qual é administrada. Assim,
é fundamental conhecer as condi¢cbes de uso seguro de substancias quimicas para
a saude humana e ambiental (OGA, 2003).

3.6. Oleos essenciais:

As plantas produzem uma grande diversidade de compostos resultantes do
metabolismo primario. Esses compostos sdo polissacarideos, agucares, proteinas e
acidos graxos, substancias essenciais a sobrevivéncia e desenvolvimento destes
vegetais (VERPOORTE; MEMELINK, 2002). Além dos metabdlitos primarios, as
plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos secundarios que tém um
papel importante na sobrevivéncia da planta em seu ecossistema. (SANTOS, 2000;
2010).

Os 6leos essenciais originam-se do metabolismo secundario, e caracterizam-
se por conterem misturas complexas, volateis e geralmente odoriferas. Em
temperatura ambiente, apresentam-se em estado liquido, incolor ou ligeiramente
amarelado, ndo sendo muito estaveis. Podem ser extraidos de diversas partes de
plantas como folhas, sementes e caules (SANTOS, 2010). Sao constituidos por uma
mistura de compostos, principalmente terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos), e
derivados oxigenados (&lcoois, aldeidos, ésteres, éteres, cetonas, fendis e 6xidos).
Outros compostos volateis incluem fenilpropandéides e substancias contendo enxofre
ou nitrogénio (VALERIANO et al., 2012). Esses 0leos constituem o0s elementos
volateis contidos em muitos 6rgdos vegetais, e estao relacionados com diversas
funcBes necessarias a sobrevivéncia da planta, exercendo papel crucial na defesa
contra microrganismos, apresentando-se, deste modo, como promissores no
tratamento de doencas infecciosas (OGUNWANDE et al., 2005; LIMA et al., 2006;
CASTRO; LIMA, 2010).

S&o constituidos por complexas misturas naturais que podem conter 20-60
compostos em concentragdes bastante diferentes. Porém, existem, na maioria das

vezes, dois ou trés componentes em concentracbes mais elevadas que sao
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denominados majoritarios, podendo estar presentes em concentracdes de até 70%
ou mais (BAKKALI, et al.,, 2008). Estes compostos majoritarios determinam as
propriedades biologicas dos 0Oleos essenciais (SALEHIARIMAND et al.,, 2014;
SINTIM et al., 2015; GONCALVES, 2015).

De um modo geral, os autores atribuem a atividade antimicrobiana e
antioxidante dos 0leos essenciais a estes componentes principais que se encontram
em maior quantidade, e a agcdo sinérgica, ou antagbdnica, que ocorre entre as
moléculas dos elementos que estdo em menor quantidade. (IACOBELLIS et al.,
2005; RADULESCU et al., 2010).

Uma caracteristica importante dos 6leos essenciais e seus componentes é
sua hidrofobicidade, que permite sua interacdo com estruturas celulares que tém
constituicdo lipidica, promovendo aumento da permeabilidade, o que pode ocasionar
uma saida extensiva de eletrélitos, indispensaveis a sobrevivéncia celular (CASTRO;
LIMA, 2010).

A extracdo dos 6leos é realizada através da técnica de arraste a vapor de
agua, na grande maioria das vezes, assim como pela prensagem do pericarpo de
frutos citricos, que no Brasil, dominam o mercado de exportagcdo. Tém grande
aplicacdo na perfumaria, cosmética, alimentos, e como coadjuvantes em
medicamentos. Sao aplicados, principalmente, como aromas, fragrancias, fixadores
de fragrancias, formas farmacéuticas, e comercializados na sua forma bruta ou
beneficiada, fornecendo substancias purificadas como o limoneno, citral, citronelal,
eugenol, mentol e safrol (BIZZO et al., 2009; SANTOS, 2010).

Varios estudos tém demonstrado algumas propriedades terapéuticas dos
Oleos, destacando as seguintes: analgésica, antiespasmaddica, antiviral,
antimicrobiana, cicatrizante, expectorante, relaxante, antisséptica das vias
respiratérias, anti-helmintica, larvicida e anti-inflamatéria (COSTA et al., 2005;
OYEDJI; AFOLAYAN, 2006; LIMA et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2007).

As acgbes antimicrobianas de substéncias presentes em extratos e oOleos
essenciais sdo reconhecidas experimentalmente ha séculos, mas foram
comprovadas cientificamente ha pouco tempo, e tem sido descritas em muitos
paises como Brasil, Cuba, india, Jordania e México, que possuem uma vegetacio
diversificada e uma rica tradicdo no uso de plantas medicinais, com propriedades
antibacterianas ou antifungicas (DUARTE et. al., 2005; 2006).
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Devido aos usos, efeitos e propriedades farmacoldgicas de plantas naturais
com finalidade medicinal em fitoterapia, outros estudos com 0leos essenciais se
fazem necessarios, ja que servirdo de guia para a selecdo de plantas com atividades
antifangicas para outros trabalhos de ambito toxicologico e farmacoldgico, na
perspectiva de uma possivel aplicacdo terapéutica desses produtos (MENEZES et
al., 2009).

3.7. Citotoxicidade

Recomenda-se que novos compostos de acao ainda desconhecida devem ser
avaliados quanto a sua biocompatibilidade, através de estudos in vitro de cultivo
celular — o mais utilizado para testes de toxicidade — e de experimentos em animais
para, posteriormente, serem estudados clinicamente em humanos. Esta técnica visa
permitir o estudo da reacdo celular em meio controlado, livre das complexas
interacbes do organismo. As vantagens desse método sdo, além do controle
ambiental das células, rapidez, baixo custo, e a facilidade de execucédo
(FRESHNEY, 2000).

Os testes de toxicidade celular fornecem as primeiras informacdes sobre a
resposta bioldgica dos compostos pesquisados em células de mamiferos, sendo que
a grande maioria das moléculas é descartada logo de inicio, devido a sua
citotoxicidade (SANTOS et al., 2013).

A cultura de células fornece uma importante ferramenta para estudo da
citotoxicidade de compostos com potencial atividade terapéutica (VASCONCELOS
et al., 2005), definindo o potencial de degeneracdo ou morte celular provocado pelo
material constituinte nos produtos. Assim, resultados positivos no ensaio de
citotoxicidade descaracterizam a condicado de inocuidade do produto, sendo possivel

causar processos de irritabilidade nos usuarios (CHORILLI, et. al., 2009).

Embora os resultados dos testes que avaliam a citotoxicidade in vitro possam
nao ter uma correlacdo direta com os in vivo, podemos afirmar que, se um material
nao induz comprovadamente uma reagéo citotoxica em testes envolvendo cultura de
células, é muito provavel que nao desenvolva toxicidade quando aplicado em tecido
vivo (OSORIO et al., 1998).
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3.8. Familia Apiaceae:

A familia Apiaceae, antigamente denominada Umbelliferae, compreendem de
300-450 géneros e 3000-3700 espécies, as quais muitas se destacam por suas
propriedades medicinais, condimentares e aromaticas, sendo conhecidas,

principalmente, pela utilizacdo na culinaria, através de suas caracteristicas

aromaticas. Estas plantas destacam-se ainda, por suas caracteristicas
bioativas, que lhes atribuem a¢des farmacoldgicas (CONSTANCE, 1971; PIMENOV;
LEONOQV, 1993; DOWNIE et al., 2000).

Sao ervas anuais, bienais ou perenes, de pequeno a médio porte, raramente
lenhosas, acaulescentes ou caulescentes, neste caso, caules frequentemente
fistulosos; gerelmente fortemente aromaticas por produzirem 0Oleos essenciais nas
folhas, como limoneno e linalol; monoterpenos e cumarinas. O linalol é um
composto fendlico que inibe o crescimento de bactérias e fungos,
funcionando como antisséptico. O limoneno desempenha o papel de
protecdo contra insetos nas plantas. Os terpenos sao volateis e conferem
aromaticidade a planta, e desempenham um papel muito relevante, atuando como
agente de defesa contra o ataque de insetos e herbivoros, além de auxiliarem como
moléculas de sinalizacdo para polinizacédo e reproducdo (RADULESCU et al., 2010;
SALEHIARIJMAND et al., 2014, EVERGETIS et al., 2015). As cumarinas possuem
acao antioxidante e podem ser utilizadas na prevencdo de doencas causadas por
radicais livres. Também podem apresentar atividades vasodilatora, espasmolitica e
antitrombdtica (MARTINS et al., 2005).

Dentre os representantes da familia Apiaceae, algumas sdo conhecidas
popularmente, como: cenoura, coentro, cominho, endro, erva doce, funcho e salsa.
Essas espécies sdo amplamente distribuidas no Brasil, mas também cultivadas em
diferentes regides do mundo (KAZEMI et al., 2012; SARKHAIL, 2014; EVERGETIS
et al., 2015; GONCALVES, 2015).

3.8.1. Cuminum cyminum (Cominho)

Cuminum cyminum é uma planta herbacea anual (altura: 15-50 cm), com

ramos e caules estriados, folhas alternas verde-escuras, e flores alvas em umbrelas
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terminais. Os seus frutos, também chamados de sementes, tém colora¢do cinza-
amarelados, com meio centimetro de comprimento, cobertos por uma fina penugem.
Possui caracteristicas aromaticas e aplicacao culinaria e medicinal. Tem sua origem
na regido do Mediterraneo e alto Egito e é amplamente cultivado na india, Marrocos,
China, Ird, Turquia e outros paises (VIEIRA, 1992). Essa planta vive bem de 9 a
26°C e é intolerante a longos periodos de calor seco e geadas (CHAUDHARY et al.,
2014).

E aplicado na medicina popular iraniana, ha mais de 200 anos. Tem sido
demonstrado que os seus frutos tém aplicagdo medicinal no tratamento de diarreia,
célicas, dor de dentes, epilepsia e dispepsia (ZARGARI, 1994). Também possui
acdo diurética, carminativa para distirbios estomacais, e propriedade
antiespasmoédica e adstrigente (SHANKARACHARYA; NATARAJAN, 1971;
KHOSRAVI et al., 2015; TAGHIZADEH et al., 2015). Recentemente, alguns
documentos tém indicado a utilizacdo de cominho no tratamento do excesso de peso

e de anomalias metabdlicas (KAN et al., 2007).

Além da sua utilizacdo na medicina tradicional para o tratamento de algumas
doencas, C. cyminum € o segundo tempero mais popular do mundo depois de
pimenta preta e é amplamente utilizado em alimentos. E uma das especiarias
populares usadas em muitos tipos de aromatizantes compostos, especialmente em
curries e preparacdes culinarias de carater oriental (SHANKARACHARYA;
NATARAJAN, 1971; CHAUDHARY et al., 2014). O 6leo de semente de cominho é
usado em perfumaria e para conferir sabor a licores e xaropes. Também possui acao
antimicrobiana (IACOBELLIS et al, 2005; KHOSRAV!I et al., 2015).

Os principais compostos encontrados no cominho sdo cuminaldehyde,
limoneno, a- e B-pinenes, 1,8-cineol, o- e p-cimeno, a- e y-terpinenes, safranol e
linalol (AGARWAL, 1996; LI; JIANG, 2004).

Alguns trabalhos realizados com o C. cyminum verificaram atividade desta
planta frente a espécies de Candida (SHETTY et al., 1994; PAIl et al.,, 2010;
WANNER et al., 2010; KAMBLE, 2015).

3.8.2. Anethum graveolens (Endro)
A planta Anethum graveolens, conhecido popularmente no Brasil como Endro,

€ uma planta aromética, de pequeno porte com variacdo de altura entre 50 cm a 150
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cm, cujas flores pequenas e amarelas sao dispostas em umbela (forma de guarda-
chuva), com multiplos frutos e raizes longas e fusiformes. Possui caules delgados e
ramificados, e suas folhas sé&o finamente divididas. Suas sementes e suas flores séo
as partes da planta mais utilizadas, tanto na culinaria, quanto na indastria, sendo as
sementes conhecidas por produzirem Oleos essenciais de odor agradavel e
caracteristico, com diversas propriedades bioldgicas, podendo ser aplicados nas
mais diferentes areas, sendo a producdo de cosméticos e farmacos as mais
evidentes. Ja suas flores sdo conhecidas por apresentarem propriedades
antioxidantes, podendo ser amplamente aplicadas na inddstria alimenticia
(RADULESCU et al., 2010; SALEHIARIJMAND et al., 2014; SINTIM et al., 2015).

Os 6leos podem ser encontrados na casca, nas flores, nas folhas, e nas
sementes das plantas, pois, ainda que varios tecidos possam acumular Oleos
essenciais, a composicdo quimica varia em funcéo da regido o qual é extraido (YILI
et al., 2009; RADULESCU et al., 2010; SALEHIARJMAND et al., 2014).

A espécie A. graveolens se adapta a condi¢cfes de cultivo em diversas regides
do Brasil, sendo uma planta nativa da regido Mediterranea. Muitas propriedades do
Endro tais como antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatéria, anti-
hipercolesterolémica, e efeitos quimio-preventivo de cancro, tém sido relatadas. Na
medicina popular, € comumente usado para melhorar a irritacdo gastrica, indigestao,
dor de estdbmago, insbnia e colica. (MASADEH et al.,, 2013; SARKHAIL, 2014;
MONSEF et al., 2015).

No Oleo essencial de endro, aproximadamente 40 compostos sao
identificados, contudo, apenas 0s compostos majoritarios, extraidos nas maiores
concentracdes, sdo explorados na literatura (SALEHIARIJMAND et al., 2014; SINTIM
et al., 2015), como: carvona, dihidrocarvona, limoneno, miristicina, apiol, a-
felandreno, e 6xido de limoneno que interferem diretamente na atividade biolégica
da planta (SINTIM et al., 2015).

Trabalhos realizados com o Anethum graveolens com atividade anti-candida

foram verificados por Yili et al. (2009) e Zeng et al. (2011).

3.8.3. Pimpinella anisum (Erva-doce)
A Erva-doce, também conhecida como anis ou anis doce, é uma espécie
nativa da Europa e amplamente cultivada em todo o Brasil. E uma planta anual,

herbacea de ciclo perene, aromatica, possui caule ereto (30-70 cm), forma touceiras,
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possui folhas recortadas de cor verde amarelada, flores brancas e dispostas em
umbelas (RIBEIRO et al., 2013). Os frutos, que sdo as partes utilizadas da planta,
sao do tipo aquénios, de sabor adocicado, e aroma acentuado.

E conhecida como uma erva aromética e especiaria desde a antiguidade, e
tem sido usada na medicina popular, farméacia e industria de alimentos. Seu 0leo
essencial é utilizado na fabricacdo de licores e perfumes e seus gréos séo utilizados
na confeitaria como aromatizantes em paes, bolos e biscoitos.

Essa planta possui uso medicinal aprovado internacionalmente como
medicacdo para o controle de resfriados, tosse, bronquite, febre, cdlicas,
inflamacdes, digestdo e perda de apetite (TORRES, 2004). Também é usado como
antipirético, antiparasitario, antifingico e em transtornos digestivos, na forma de po6,
infusdo, tinturas e xaropes (NOORIZADEH et al., 2011).

O oOleo essencial da planta tem efeitos anticonvulsivantes e relaxantes, e é
usado no tratamento de algumas doencas, tais como a epilepsia (AKHTAR, et al.,
2008). Também possui efeito antibidtico contra bactérias e fungos patogénicos que
afetam os seres humanos e animais (SHOJAII; FARD, 2012).

Alguns estudos relatam que o 6leo essencial e extrato de P. anisum também
possuem uma ampla gama de atividades biologicas, como antioxidante,
antimicrobiana e antifangica (RIBEIRO et al., 2013; SKALICKA-WOZNIAC et al.,
2013; JAMSHIDZADEH et al., 2015).

Os principais componentes identificados como majoritarios na erva-doce sao
o trans-anetol, estragol, limoneno, carvona, dentre outros (OZCAN; CHALCHAT,
2006; SHOJAII; FARD, 2012).

A erva-doce foi testada em espécies de Candida, verificando-se potencial
atividade antifungica desta planta (KOSALEC et al. 2005).

3.8.4. Foeniculum vulgare (Funcho)

O Funcho (Foeniculum vulgare), também conhecido como falsa Erva-Doce ou
Anis-Doce, € originario do continente africano, Ilha da Madeira e Acores; outros
acreditam que é nativo da Europa e regido do Mediterraneo (SILVA, 2001,
ANUBHUTI et al., 2011).

E uma erva aromatica, condimentar, anual, bienal ou perene, glabra e

ramosa. Possui porte baixo, com 40-90 cm de altura, folhas inferiores alargadas
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podendo atingir até 30 cm de comprimento, e superiores mais estreitas, flores
pequenas, hermafroditas e de cor amarelo-palida (BONFIM et al., 2013). As flores
sdo mindsculas (2 a 5 mm de diametro), amarelo a amarelo-esverdeadas, e se
redinem em umbelas grandes, compostas e terminais, radiadas, muito variaveis,
contendo de 10 a 30 raios (CORREA, 1984).

O funcho é bem conhecido no Brasil, mas mesmo assim ainda € motivo de
confusdo com outras plantas, principalmente com a erva-doce. Algumas espécies
sdo amargas, outras lembram o aroma do anis e outras sdo adocicadas (BONFIM et
al., 2013).

E uma planta que se adapta muito bem em vérios tipos de clima. Basta ter
insolacdo o suficiente para promover seu crescimento. Em temperaturas que nao
sejam muito quentes, nem muito frias, o funcho se desenvolve muito bem (BONFIM
et al., 2013).

Na culindria, os frutos, denominados popularmente de sementes, sao
utilizados para condimentar e aromatizar paes, bolos e biscoitos. Além disso, o 6leo
essencial é utilizado na cosmética e perfumaria (CARVALHO et al., 2011).

As principais propriedades farmacéuticas atribuidas ao 6leo essencial do fruto
do funcho s&o: acdo anti-inflamatoria, diurética, antisséptica, agcbes carminativa e
eupéptica (nas célicas abdominais) e expectorante e antiespasmadica (na bronquite
e asma) (TINOCO et al., 2007).

E composto de diversos monoterpenos e fenilpropanoides, onde o anetol,
trans-anetol, estragol, fenchona, a-pineno e limoneno, constituem os componentes
principais (LAWRENCE, 1994; CHOI; HWANG, 2004; DADALIOGLU; EVRENDILEK,
2004). Gulfraz (2008), Pai et al. (2010) e Skrobonja et al. (2013) foram alguns dos
estudos realizados com o funcho frente ao género Candida.
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Abstract

The aim of this study was to avaluate the frequency of Candida species between a non-
hospitalized and a hospitalized population. For this purpose, samples of saliva were sampled
through sterile swabs, moistened in peptone water and rubbed in the oral cavity of 140
individuals, from which, 70 were hospitalized patients from the Medical Clinic of a Teaching
Hospital and the other 70 were non-hospitalized subjects. All saliva samples were plated in
Sabouraud Dextrose agar added with Chloramphenicol and incubated at 36°C for 48 hours.
The morphology identification was performed through macroscopic and microscopic
characterization, the CHROMagar Candida medium and the VITEK® system Yeast
Biochemical Card (bio Mérieux SA, France). The results showed a colonization of Candida
spp., in 85.7% the hospitalized individuals, where the species found were C. albicans (60%),
C. tropicalis (23.4%), C. krusei (3.3%) and Candida spp. (13.3%). In the non-hospitalized
individuals the colonization by Candida spp was 47.1%, and the species found were: C.
albicans (45.5%), C. krusei (9.1%), C. guilliermondii (9.1% %), C. tropicalis (3.0%), C.
famata (3.0%) and Candida spp. (30.3%). In spite of their presence in oral cavity in both
groups, Candida spp. was more frequently isolated in hospitalized individuals, who were 6.73
times more likely to have this fungus in the oral cavity and were 3.88 times more likely to

have Candida albicans.

KEYWORDS: Oral Candida spp., colonization, hospitalized patients, nosocomial infections.



34

AVALIACAO DA FREQUENCIA DE CANDIDA SPP. EM INDIVIDUOS

HOSPITALIZADOS E NAO HOSPITALIZADOS

Resumo:

O objetivo deste estudo foi experimento foi avaliar a frequéncia de espécies de Candida entre
uma populacdo de individuos ndo-hospitalizados e hospitalizados. Para o efeito, amostras de
saliva foram coletadas através de swabs estéreis, umedecidas em agua de peptona e
friccionadas na cavidade bucal de 140 individuos, dos quais 70 eram pacientes internados em
uma Clinica Médica de um Hospital Escola e os outros 70 eram individuos néo
hospitalizados. Todas as amostras de saliva foram plaqueadas em agar Sabouraud dextrose
adicionadas de cloranfenicol e incubadas a 36 ° C durante 48 horas. A identificacdo
morfologica foi realizada através da caracterizagdo macroscéopica e microscépica, com 0 meio
CHROMagar Candida e do sistema VITEK® Biochemical Card (bio Mérieux SA, Franca).
Os resultados mostraram uma colonizacdo de Candida spp. em 85,7% dos individuos
hospitalizados, onde as espécies encontradas foram: C.albicans (60%), C. tropicalis (23,4%),
C. krusei (3,3%) e Candida spp. (13,3%). Nos individuos ndo-hospitalizados a colonizacéao
por Candida spp foi de 47,1%, e as espécies encontradas foram: C. albicans (45,5%), C.
krusei (9,1%), C. guilliermondii (9,1%), C. tropicalis (3,0%), C. famata (3,0%) e Candida
spp. (30,3%). Apesar de sua presenca na cavidade oral em ambos os grupos, Candida spp. foi
mais freqlientemente isolada em individuos hospitalizados, que foram 6,73 vezes mais
propensos a ter este fungo na cavidade oral e foram 3,88 vezes mais propensos a ter Candida

albicans.

Palavras-Chave: Candida spp. oral, colonizagdo, pacientes hosptalizados, infeccGes

hospitalares.
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Introduction

The yeasts of Candida species are microorganisms of the oral microbiota of humans,
in which colonization occurs immediately after birth. This microbiological condition usually
offers a harmonious balance between the parasite and the host, as the maintenance of the
immune system, keeping the integrity of tissue barriers. This balance, however, may be
disrupt due to a low immunity or by a mechanical, physical and iatrogenic change in the oral
cavity, compromising the immune system and facilitating endogenous opportunistic infections
caused by Candida spp. 2%, Thus, Candida spp., virulence, may present pathogenic action
when the host’s resistance is overcome .

Opportunistic nosocomial infections are more frequently and severe in patients with
poor oral health care, as well those who have been exposed to long intensive drug therapies.
Some authors have stated that hospitalized patients tend to develop a higher oral candidiasis
prevalence, due to both local and systemic alterations, changing the microbiota and
contributing to this kind of infections ®*®. In addition, many intrinsic and extrinsic factors
influence the composition, metabolic activity and pathogenicity of a variety of
microorganisms in the oral cavity ).

Hospital-acquired infections caused by yeasts, may have an exogenous source, and are
generally transmitted by the hands of health professionals, surfaces of materials, lab coats of

health care practitioners ®

and by people getting in contact with the patient, or by an
endogenous source, such as the pre-existing microorganisms in the host, turning pathogenic
for some reason. In view of the above, the aim of the present paper was to verified the
occurrence and frequency of the yeasts of Candida spp., in the oral cavity of both non-

hospitalized subjects and hospitalized patients from a Medical clinic of a Teaching Hospital

situated in the city of Pelotas, Rio Grande do Sul.
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Material and Methods

140 subjects took part in this study; they were divided in two groups. One group of 70
patients under hospitalization in the Federal University Hospital of Pelotas, and the second
group of 70 non-hospitalized subjects, mainly students and professionals from the same
University; none of the 140 subjects presented oral lesions.

The evaluation was based on a questionnaire where the non-hospitalized subjects also
declared that they did not carried any infectious diseases at the time of sampling nor in the
preceding month; they also declared that they did not have any underlying diseases and that
they had not been submitted to antibiotic and corticoid therapy in the six months previous to
evaluation. These individuals age ranged between 18 - 75 years.

From the 70 hospitalized patients, 50 developed some kind of internal or systemic
bacterial infection and were under antibiotic therapy during the last month, and 20 were
submitted to cancer treatment; their age ranged of 19 - 86 years.

The sampling was performed from the mucosa of the cheek in the oral cavity, through
sterile swabs, moistened in peptone water. Each sample was identified with the corresponding
number of the clinical report within the information of the patient. The reports were referred,
along with the sampled material, to the Laboratory of Mycology of the Biology Institute from
the UFPel.

The samples were plated in Sabouraud Dextrose agar added with Chloramphenicol
and incubated at 36°C for 48 hours. The macro morphology was analysed by Gram-stain
smears observed by light microscopy (1000X). Followed by the germ tube test and
microculture in cornmeal media, the samples were replicated in CHROMagar Candida
medium for an initial differentiation of the species. Unidentified isolates were evaluated
through the assimilation of carbohydrates by the Vitek® system Yeast Biochemical Card (bio

Mérieux SA, France). A descriptive comparison of both study groups (hospitalized patients
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and non-hospitalized subjects) of different variables was developed, expressing frequency
(value - n) and percentages (%) values. The statistical tests between the groups was performed
using the chi-square test (p < 0.05), and the evaluation of the odds ratio (OR) with 95% of
confidence intervals (Clgsg).

This research was approved by the Research Ethics Committee of the Federal
University of Pelotas (UFPel), according to the Declaration of Helsing, and the participants

signed an Informed Consent Agreement.

Results

Candida spp. were isolated in 60 (85.7%) from the 70 samples of the hospitalized
patients. The identified species were: C. albicans in 36 (51.4%) samples; C. tropicalis in 14
(20%) samples; C. krusei in two (2.9%), and Candida spp. in eight (11.4%). From patients
hospitalized due to cancer chemotherapy (20 individuals), 14 were positive for fungus (70%)
and C. albicans was isolated in 11 of the samples from these patients and Candida spp. in
three. Yeasts were isolated in 46 (92%) of the 50 samples from patients undergoing antibiotic
therapy due to infection (p-value = 0.017, OR = 4.93, Clgse, = 1.22 - 19.99). Of these 46
samples, 25 (54.3%) were by Candida albicans.

Candida isolates were found in 33 (47.1%) of the 70 samples from the non-
hospitalized individuals. The species isolated were: C. albicans in 15 (21.4%) individuals; C.
krusei in three (4.3%); C. guilliermondii in three (4.3%); C. tropicalis in one (1.4%); C.
famata in one (1.4%), and 10 (14.3%) were identified as Candida spp.

A statistical significant difference (p-value<0.0001) was observed in the isolation of
the yeast from oral cavity in both groups included in this study — non-hospitalized individuals
and hospitalized patients from the Medical Clinic (Table 1). Hospitalized patients had 6.73 (p-

value<0.0001, Clgsy, = 2.97 — 15.24) times more likely to have Candida spp., and 3.88 (p-
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value<0.0001, Clgsy = 1.85 — 8.13) times more likely to have C. albicans compared to the

non-hospitalized subjects.

Table 1. Frequency of Candida spp., and Candida albicans in hospitalizedv (n=70) and non-

hospitalized individuals (n=70) from the city of Pelotas, Rio Grande do Sul state, Brazil.

+ - OR
Variables p-val/ue
n (%) n (%) (Closw)
Presence of Candida spp.
Hospitalized 60 (85.7) 10 (14.3) 6.73
<0.0001
non-hospitalized individuals 33 (47.1) 37 (52.9) (2.97 — 15.24)
Presence of Candida
albicans
Hospitalized 36 (51.4) 34 (48.6) 3.88
<0.0001
non-hospitalized individuals 15 (21.4) 55 (78.6) (1.85-8.13)
Discussion

Candida species live as commensals and are part of the normal microbiota of healthy
subjects. A great variety of microorganisms with the ability of moving out and reintroducing
themselves rapidly into the human system are regularly found in the oral cavity. This relation
of microbial coexistence with the human health is possible by the immunological mechanisms
through a continuous process of adaptation ¢". Fungal infections have increased in recent
years, and are responsible for high morbidity and mortality rates. Candida still causes most of
the fungal nosocomial infections; the presence of these yeasts in human microbiota favours
the incidence of these infections, mainly due to the virulence factors of the fungus and its

interaction with the hospitalized patients who presented a weak immune system (1% 1112,
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In this study, Candida spp. was found in 47.1% of the non-hospitalized subjects, and
this agrees with other studies showing a 10 to 70% variation of Candida spp., in healthy
individuals . 47.3% of positivity of Candida spp., in the oral cavity was also found in a
group of children of a school from different socioeconomic status without candidiasis lesions,
in which C. albicans was the prevailing specie, corresponding to 95% of all the isolates 9.
Yeasts of Candida play an extremely important role in high frequent infections and
colonization in humans ¢ & These findings agrees with the reported by several authors
related to the colonization prevalence of C. albicans over other species in the oral cavity, and
consequently on the subsequent candidiasis development &2 5 14.16)

The yeast was isolated from the hospitalized patients in 85.7%, being twice the
frequency observed in the non-hospitalized individuals. The isolated species were: C.
albicans, C. tropicalis, C. krusei and Candida spp. The most frequent isolated specie was
again C. albicans, found in 51.4% of the patients. C. albicans is without a doubt the most
frequently isolated specie in both superficial and invasive infections from different anatomic
sites, and the most common cause of candidiasis and candidemia worldwide 812,

A study performed by Domaneschi et al. " revealed that the prevalence of Candida
spp., in the oral cavity of immunocompromised patients (aids paediatric patients), and found it
in 62% of the analysed samples and the most frequent isolated specie in this study was C.

albicans. Another study by St-Germain et al. ®®

, In which a total of 453 episodes of
candidemia from 54 laboratories from hospitals in Quebec, Canada, founded Candida
albicans in 62% of the isolates, and the authors reported that in North America and in most
countries worldwide, C. albicans continues to be the single most common specie causing
candidemia.

The presence of yeasts of Candida spp. on human skin and mucosa, facilitates the

occurrence of oral or systemic candidiasis . The virulence factors of the fungus and the
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immune status of the individual are two parameters which controls the onset of Candida spp.

(19.20) " The occurrence of nosocomial infections is a worrying factor, once it is directly

connected to the onset of resistant infections in most of the cases % %2,

The fact that the hospitalized patients undergoing antibiotic therapy, had a higher
significant prevalence of Candida spp,. (p value = 0.017), deserves attention. This fact, was
verified by other authors, however, this prevalence can depend of the quantity of
administrated antibiotics per day, type of drug used (mainly those with broad spectrum), the
length of treatment, the Candida specie (C. albicans or non-albicans Candida species),
among others % 2425)

Commensal microorganisms become pathogenic due to alterations in the host defence
mechanisms (immunosuppression), or in the secondary anatomical barriers — such as burns or
invasive medical procedures. Alterations in the host defence mechanisms may also result from
physiological changes in childhood (prematurity), aging, often associated with degenerative,
congenital or acquired immune deficiencies, as well as hospitalizations or immune depression
induced by medical action @ "2 2 therefore the importance of knowing the microorganisms
that are part of the microbiota of patients with a differentiated immune condition.

From the patients diagnosed with cancer, 70% (fourteen cases) had Candida spp. This
result is higher to those obtained by Schelenz et al. *”, who found a prevalence of oral yeast
colonization in 56.8% (227/400) of cancer patients. C. albicans was also the predominant
(74%) specie in this research, followed by C. glabrata (11.5%), C. tropicalis (2.6%), C.
krusei (2.6%) and C. parapsilosis (1.9%). Finally, this and others authors reported a
significant increased risk of clinical oral fungal infection during cancer therapy ©"22).

In conclusion, the present study showed that hospitalized patients have 6.73 more

chances to have Candida spp. compared with the non-hospitalized individuals and 3.88 more

chances to have Candida albicans. Besides that, the prevalence of Candida spp., is higher in
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those hospitalized patients under antibiotic therapy (p-value<0.0001). This finding deserves
an important attention in the clinical and medical area due to the association of the frequency
of the gender Candida spp., in hospitalized patients, since the infection caused by this fungus
is associated with a higher severity clinical response and by the immunosuppression that these

individuals have.
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ABSTRACT:

The aims of this research were: evaluate the chemical composition and the
cytotoxicity of the Cuminum cyminum (cumin), Anethum graveolens (dill), Pimpinella
anisum (anise) and Foeniculum vulgare (fennel) essential oils, as well as their
antifungal activity in vitro against ten Candida spp. isolates. The chemical
composition of the oils was analyzed by means of gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC/MS). The cytotoxicity assays were performed, using the cell
proliferation reagent WST-1 in L929 mouse fibroblasts (20x10° well®). The
determinate the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), was performed through the
Broth Microdilution technique (CLSI). The chemical main components were the
cuminaldehyde (32,66%) for cumin, carvone (34,89%) for the dill, trans-anethole
(94,01%) for the anise and anethole (79,62%) for the fennel. Anise and fennel did not
were cytotoxic in all the tested concentrations, however the cumin oil was cytotoxic in
the concentration of 20 mg.mL™ and the dill in the concentrations of 20 and 8 mg.mL"
! All yeasts were susceptible against the evaluated essential oils. Cumin presented
the lowest MIC against yeasts. We concluded that all the essential oils presented
inhibitory action against Candida spp., and C. cyminum, P. anisum and F. vulgare
were not cytotoxic in the same minimum inhibitory concentrations for the fungi.

Key-words: Cuminum cyminum; Chronic Atrophic Candidiasis; Candida spp.;
antifungal.



49

Introduction:

Candida spp. are the most common cause of fungal infections in humans, are
important commensals microorganisms from the oral cavity, turning them pathogenic,
if favorable conditions related to the host low immunity exist'. Infections commonly
known as oral candidiasis or moniliasis, have different clinical forms, such as
pseudomembranous candidiasis, commonly known as thrush, erythematous
candidiasis, hyperplastic and mucocutaneous candidiasis, being common problems
faced by dental professionals.?

Clinical Chronic Atrophic Oral Candidiasis or denture stomatitis is an
erythematous oral candidiasis, characterized by different degrees of erythema and
hemorrhagic petechiae, localized in the edge of the denture area of a superior
removable prosthesis. This reaction can result from; an inappropriate denture design,
an allergy at its base or by an acrylic inadequate polymerization.®

In the last decade, the infections by Candida species had been growing in an
alarming speed, as well as their resistance development towards antifungal drugs
commonly used with unwished reactions in patients. There by, new alternative
products are proposed to minimized such of these negative facts.*>

By the above, fitotherapic alternatives, such as essential oils, have entered
into the market, with the purpose to reduce the costs of production, this is why
rigorous tests are required to control their quality in relation to their effectiveness,
antimicrobial activity, security and toxicity when compared to others types of synthetic
drugs, as well as the reduce the side effects in patients.®”’

Among the many species of aromatic plants, the ones from the family Apiaceae
had been investigated for medical use, due to their antimicrobial properties. These
plants produce essential oils, characterized for releasing a relative high amount of
volatile compounds.®2 Among some representatives species of the Apiaceae family,
we can mention; the Cuminum cyminum (cumin), Anethum graveolens (dill),
Pimpinella anisum (anise) and Foeniculum vulgare (fennel) and the fennel
(Foeniculum vulgare), plants with culinary and medical applications.®

The aim of this research was to evaluate the cytotoxicity and chemical
composition of the C. cyminum, A. graveolens, P. anisum and F. vulgare essential
oils, as well as their in vitro antifungal activity against Candida spp. isolates from
clinical Chronic Atrophic Oral Candidiasis cases.

Material and Methods:
Research location and fungal isolates

The microbial assays were performed in the Laboratory of Mycology located in
the Biology Institute from the Federal University of Pelotas (UFPel). The isolates
tested were obtained from the mycology collection of the Oral Microbiology
Laboratory in the Faculty of Odontology, from clinical Chronic Atrophic Oral
Candidiasis cases, being the following Candida species: Candida albicans (23778,
23651, 23609, 24073 e 23536), Candida parapsilosis (2340 e 23459), Candida
glabrata (23453), Candida krusei (23932) and C. albicans ATCC (62342).
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Essential oils

The C. cyminum, A. graveolens, P. anisum and F. vulgare essential oils were
obtained through the Department of Organic Chemistry of the Chemical Science,
Pharmaceutics and Food Center (CCQFA) of the UFPel, by means of
hydrodistillation (1.5 L of distiled H,O / 100 g of plant material) in a Clevenger
apparatus. The plants were commercially acquired from the Luar Sul L.T.D.A,,
company and the parts used were: seeds, for the cumin, dill and anise; and leaves
for the fennel. The essential oil yield for each plant was of 2,5 mL for the cumin and
anise, 1,9mL for the dill and 2,3 mL for the fennel.

Chromatographic analysis of the essential oils

The essential oils were submitted to chromatography analysis coupled with
mass spectrometry (GC/MS) in a Schimadzu QP2010 apparatus, equipped with
split/splitless injector with capillary column Rtx-5MS RESTEK (30 m x 0,25 mm X
0,25 um), in the following chromatographic conditions: Helium gas as carrier,
obtained fragments by the impact of the electrons at the energy of 70 eV, flow 1.2
ml/min , split 1:10, 1 uL of sample injected volume. Oven programmed temperature:
Initial temperature of 40°C, with a heating ramp at 5°C/min to 280°C, remaining
stable in this temperature for 10 minutes, with a total time of 8 minutes, being the
injector temperature of 58°C and the interface of 200°C. The compounds were
analyzed according to the chromatographic standards, based on the GC/MS NISTO08
library. The oil was diluted in hexane (analytical grade, ultra-pure).

Cytotoxicity assay

The cytotoxicity assay was realized by the Department of Restorative
Dentistry, School of Dentistry, from the Federal University of Pelotas (UFPel). The
cell viability was performed according to the ISO 10993-5 (2009)*. Mouse fibroblasts
cell line L929 (20x10° well™!) were maintained in Dulbeccos’s Modified Eagle Medium
(DMEM) supplemented with 10 % of fetal bovine serum (FBS), 2 % of L -glutamine,
penicillin (100 U.ml™*) and streptomycin (100 mg.ml™) using a plate of 96-wells,
incubated for 24 h at 37 °C in a humidified atmosphere of CO2 5 % in air until sub
confluence was achieved. The essential oils were made by a mold (6 mm diameter
and 1 mm depth), and photo-activated by Radii Cal (n = 5). The essential oils were
diluted and tested at concentrations of 20, 8, 4 e 2 mg.mL™. After 24 hours, 200 pl of
each dilution oils were transferred to the 96-well plates previously prepared and
incubated for 24 h. WST-1 assay was used to assess cell metabolic function by
mitochondrial dehydrogenase activity. The absorbance at 450nm was measured via
a microplate reader (SpectraMax M5; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).
Each assay was performed in triplicate. Statistical analysis was performed using
Kruskal-Wallis (One Way Analysis of Variance on Ranks) followed by Turkey
complementary test. Cell viability values above 70% indicate that the chemical
compound was not cytotoxic, according 1SO 10993-5 (2009)*.
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Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The determination of the Minimum Inhibitory Concentrations of the essential
oils was performed using the Broth Microdilution technique, in accordance with the
document M27-A4 by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013)*,
adapted to phyto pharmaceuticals. Initially, 100 uL of RPMI media - 1640 (DIFCO®
Detroit, Michigan, EUA) were distributed in each well of the microdilution plate which
contains 96 wells with a “U” bottom form. For the MIC evaluation of the essential oils,
10 successive dilutions in RPMI medium were performed; obtaining concentrations of
70 to 0,137 mg.mL™?, arranged in a volume of 100 pL according to the sense of the
lines in the microdilution plate. In the each well of each column, aliquots of 100 L of
each inoculum of each corresponding Candida species were added, for further
analysis. The yeast’s suspension was adjusted in a spectrophotometer (530 nm) to
obtain a final concentration of approximately 5 x 10° cells mL™,

The tests were performed by duplicate, with three repetitions; a column used
for the positive control (inoculum/medium) and another column for the negative
control (essential oil/medium).

Jointly the same procedure was performed with the fluconazole, considered a
model in clinical use, in successive concentrations, from 16 ug.mL™ to 0.0313
ug.mL™ (CLSI, 2013)*, by the microdilution technique.

The microplates were incubated at 35 °C for 48 hours. The lecture for the MIC
determination of the essential oils against the yeasts strains was performed through
turbidity visualization, related to the microorganism growth and compared to the
positive and negative controls. It was considered as MIC, the minor concentration of
the drug capable to produce growth inhibition of the yeasts, compared with the
positive control well (CLSI, 2013)*.

Results and Discussion:

In Table 1, the majority compound present in the cumin essential oil was the
cuminaldehyde (32,66%), for the dill the carvone (34,89%), for the anise the trans-
anethole (94,01%) and for the fennel the anethole (79,62%).

In the present study, cytotoxicity assays showed that only cumin and dill oils
were cytotoxicity, since present below of 70% of cell viability (Figure 1). In relation to
the yeasts’ MIC, the cumin, anise and fennel did not shown cytotoxicity, however the
dill oil in the concentrations of 20 and 8 mg.mL™ were cytotoxic related to the MIC.

The antifungal tests with ten Candida species demonstrated that all tested
yeasts showed susceptibility against the evaluated essential oils, being that the
cumin (Cuminum cyminum) essential oil, showed the best antifungal activity, with the
lowest MICs, that varied from 2.188 to 4.375 mg.mL™. The essential oil of fennel
(Foeniculum vulgare) also showed low minimum inhibitory concentration (MIC: 4.375
mg.mL™) against Candida albicans isolate (24073), however, this was equal to the
CMI verified for cumin (Table 2).

Due to the problems faced by patients carrying oral candidiasis,
especially clinical Chronic Atrophic oral Candidiasis, mainly by the Candida species
resistance against antifungal drugs commonly use, the search of new compounds,
such as essential oils, which have antimicrobial actions against resistant
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microorganisms, are necessary. As result of the present study, it was verified that the
essential oils of C. cyminum, A. graveolens, P. anisum and F. vulgare showed
antifungal activity against ten tested oral Candida species, all isolates were sensitive
to the synthetic antifungal fluconazole, used as control.

Several studies have shown the excellent therapeutic properties of essential
oils, meanwhile, in the assays of antifungal in vitro activity of the oils, it is possible to
verified a variety of methodologies proposed, such are the agar diffusion, the disk
diffusion and the broth dilution” 413411617 " making hard to compared between the
present study and these studies. There by, the recognition of the pharmacologic
activity of the presented plants in this study represents important information to
evaluate the obtained viability of the product in clinical use.

In our results, the C. cyminum essential oil had the lowest inhibitory
concentration against Candida species, compared to the other oils. Results with
inhibition values and good antimicrobial activity of C. cyminum, against the Candida
species, were also registered by other authors. Shetty et al, (1994)*8, using the agar
diffusion method, founding positive results, however with a minor inhibitory
concentration of 0,10 mg.mL". Pai et al, (2010)** and Wanner et al, (2010)* used the
disk diffusion method, confirming the cumin as an anti-Candida potential agent.
Kamble et al, (2015)’, had good inhibition results against Candida albicans and not
albicans using the disk diffusion and the broth micro and macrodilution techniques
(Minimum Inhibitory Concetration).

C. parapsilosis (23459) had the highest susceptibility against cumin essential
oil (CIM de 2,188 mg.mL™), meanwhile the others isolates showed inhibition at higher
concentrations, to this and the others essential oils.

In the dill, anise and fennel essential oils, the antifungal activity was practically
the same against Candida spp. isolates, having few variations. In other works using
the dill essential oil, the antifungal activity against A. graveolens was analyzed and
confirmed against the Candida spp. clinical isolates. In the study by Zeng et al,
(2011)*°, using the broth microdilution technic (MIC), microbiological and histological
technics in mice, demonstrated that dill was active in vitro and in vivo against all the
Candida species tested. Yili et al, (2009)®, analyzed the MIC through the Barry
method, with an ethylene oxide addition, and they found inhibition results of 0.00273
mg.mL™ in C. albicans, affirming that the yeast growth, sharply decreased with this
component addition in the nutrient medium.

In studies using anise, Kosalec et al. (2005)*?, evaluated the antifungal activity
of the extract fluid and essential oil of P. anisum in Candida species, through the
agar diffusion and broth dilution methods and verified that the essential oil exhibit a
low minimum inhibitory concentration in vitro against yeasts.

As for the fennel essential oil, Gulfraz (2008)** and Pai et al. (2010)** also
confirmed the effective antifungal effect of the oil of F. vulgare against C. albicans,
through the disk diffusion method, however, Skrobonja et al, (2013)?*, in one of the
used technics, found results in vitro with MICs of 0, 06 and 0, 02 mg. mL™ against
this yeast.

In this research, the antifungal activity determination of the oils was performed
through the broth microdilution technic (CLSI, 2013)*°, with the aim to proportionate a
major contact between the tested products and the fungic cells*®, being the MIC
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obtained one of the better patterns in evaluating the antifungal activity of the
essential oils.”

According to Menezes et al. (2009)** and Cavalcanti et al. (2011)*°, vegetal
products with good antimicrobial activity must present a MIC equal or inferior to
100 mg.mL™, and in the present study, 97.5% of essential oils were equal to or
below 8.75 mg.mL™?, demonstrating an adequate inhibitory activity in low
concentrations and appropriate antifungal activity, with the application capacity of
these compounds as antimicrobial substances in dental practice.

The higher and lower biological activity of the essential oils has been
dependent to its composition, in other words of his chemicals constituents.*

Elevated concentrations of these constituents and their proportions are of
great importance in the product efficacy, confirming their properties and medicals
applications. However, studies demonstrated that these isolated compounds don’t
have the same efficacy of the essential oil.#°

In the chromatographic analysis of the C. cyminum essential oil, the majority
constituents were Cuminaldehyde, y-terpinene, B-pinene, o-cymene, 2-caren-10-al,
1-phenyl-1-butanol and D-limonene agreeing with the results found by others
authors, only with few variations. "*>*8

In the chromatography analysis of the essential oil of A. graveolens, the
principal identified constituents were Carvone, Apiol, D-limonene, Dihydrocarvone
and Trans-dihydrocarvone agreeing with the studies by Zeng et al. (2011)*°; Tian et
al. (2011)%, featuring the carvone, limonene and apiol as the majority compounds.

In the essential oil of P. anisum, the principal compounds found were trans-
anethole and Estragole. Other constituents of the oil present in lower quantity were
cis-(-)-2,4a,5,6,9a-Hexahydro-3,5,5,9-tetramethyl(1H)benzocycloheptene, cis-
anethole, (+)-Carvone, Di-epi-alpha-cedrene, Limonene, p-Cumic aldehyde and beta-
Chamigrene. Similar results were reported in other works.?*?

In the chromatography result of F. vulgare, the following constituents were
verified in higher quantity: Anethole, Fenchone, Estragol, methyl nonadecanoate and
1R-a-pinene. Other studies also confirmed such identified components as the
main.#%%’

The antimicrobial activity of the essential oils is attributed to their principal
components and to the resulted synergic or antagonist action. However, the minor
components also contribute to their biologic activity.?®

In the present study, the cell viability test WST-1 in the Mouse fibroblasts L929
(20x10° well!) was made for cytotoxicity evaluation. We sought, with this analysis;
information in relation to the biological behavior of the oils, so that they can
subsequently be used for in vivo studies. The cytotoxicity evaluation provides a
security parameter in the compounds utilization having potential therapeutic activity.?°

As for the cytotoxicity assay, the oils of cumin, anise and fennel were not
cytotoxic in the same minimum inhibitory concentrations found for the tested yeast
Such results suggest that these oils showed to be promising models in the selection
of natural products with antifungal activity, to prevent and treat fungal infections in
oral tissue.
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Given the above, it is possible note the need to investigate the potential
application of these phytotherapeutic oils in the formulation of dental products such
as in the prevention and treatment of candidiasis on dental prostheses, which
indicates conducting further research to knowlegde the effectiveness of these oill
constituents in the formulation of these new dental products.

Conclusion

The essential oils of different species of the Apiaceae family, proved to be a
promising source of biomolecules, with antifungal potential activity. Inside the
experimental conditions of the present study, it was possible to conclude that the C.
cyminum essential oil exhibit the lowest MIC against the tested Candida species, and
cumin, anis and fennel essential oils were not cytotoxic to Mouse fibroblasts in the
same minimum inhibitory concentrations found for the tested yeast. However, other
specific in vivo studies and clinical assays about the security and efficacy of these
oils are necessary, to evaluate the relevance practice of the results obtained in vitro,
for the future development of new products with possible therapeutic applications.

Table 1. Main chemical compounds identified in the Cuminum cyminum, Anethum
graveolens, Pimpinella anisum and Foeniculum vulgare essential oils, using the
chromatography GC/MS technic

Chemical Compounds Essential Oils

Cumin Dill Anise Fennel

Cuminaldehyde 32,66%

y-terpinene 19,87%

B-pinene 15,22%

0-cymene 14,00%

2-caren-10-al 8,54%

1-fenil-1-butanol 8,01%

D-limonene 1,7% 18,92%

trans-anethole 94,01%

Estragole 2,46% 3,65%
cis-anethole

cis-(-)-2,4a,5,6,9a-Hexahydro-3,5,5,9- 1,7%
tetramethyl(1H)benzocycloheptene

cis-anethole 0,83%
(+)-Carvone 0,29%
Di-epi-alpha-cedrene 0,24%

Limonene 0,18%

p-Cumic aldehyde 0,16%
beta-Chamigrene 0,13%

Carvone 34,89%

Apiol 22,02%

Dihydrocarvone 16,91%
Trans-dihydrocarvone 7,26%

Anethole 79,62%
Fenchone 12,19%
Methyl nonadecanoate 2,89%
1R-a-pinene 1,65%
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Table 2. Inhibitory Minimum Concentration (mg.mL™) of the Cuminum cyminum,
Anethum graveolens, Pimpinella anisum and Foeniculum vulgare essential oils
against the ten Candida species isolates

Essential Oils Cumin Dill Anise Fennel
Yeasts

C. albicans ATCC (62342) 8.75 8.75 8.75 8.75
C. albicans (23778) 4.375 8.75 8.75 8.75
C. albicans (23651) 4.375 8.75 8.75 8.75
C. albicans (23609) 4.375 8.75 8.75 8.75
C. albicans (24073) 4.375 8.75 8.75 4.375
C. albicans (23536) 4.375 8.75 8.75 8.75
C. parapsilosis (2340) 4.375 8.75 8.75 8.75
C. parapsilosis (23459) 2.188 8.75 8.75 8.75
C. glabrata (23453) 4.375 17.5 8.75 8.75
C. krusei (23932) 4.375 8.75 8.75 8.75

Figure 1. Cytotoxicity activity in vitro of the Cuminum cyminum, Anethum graveolens,
Pimpinella anisum and Foeniculum vulgare essential oils in Mouse fibroblasts L929
(20x10° well™) cells
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Em vista dos objetivos do presente estudo, e dos resultados expostos e

discutidos pode-se concluir que:

- Candida spp. € mais frequentemente isolada em pacientes hospitalizados, e estes

sao 6,73 vezes mais propensos a ter essa levedura presente na cavidade oral;

- Os Oleos essenciais de Cuminum cyminum (cominho), Anethum graveolens
(endro), Pimpinella anisum (erva-doce) e Foeniculum vulgare (funcho) apresentam
acdo inibitéria frente as leveduras de C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata e C.

krusei;

- O dbleo essencial de C. cyminum (cominho) apresentou a menor Concentracao

Inibitéria Minima (CIM) contra Candida spp. testadas;

- Os oOleos de Cuminum cyminum (cominho), Pimpinella anisum (erva-doce) e
Foeniculum vulgare (funcho) ndo foram citotoxicos nas concentracoes inibitorias

para as espécies de Candida;

- Apenas o 6leo essencial de A. graveolens (endro) foi citotoxico nas concentracées

de 20 e 8 mg. mL™, que foram préximas as CIM para as leveduras;

- O perfil quimico dos Gleos essenciais € constituido principalmente por terpenos,
onde os principais compostos identificados foram: cuminaldeido (32,66%) para o
cominho, carvona (34,89%) para o endro, trans-anetol (94,01%) para a erva-doce, e

anetol (79,62%) para o funcho.

Os Oleos essenciais de cominho, erva-doce e funcho mostraram ser uma
promissora fonte de biomoléculas com potencial atividade antimicrobiana. As
perspectivas para dar continuidade as pesquisas com tais 6leos contemplam sua
aplicacdo frente a espécies de Candida resistentes, associadas as causas de
infeccbes hospitalares em humanos, e também, frente a espécies fungicas
relacionadas as doencas da cavidade oral, além da sua agdo em biofiime da

levedura.
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