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AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E MODULATORIA DO OLEO
ESSENCIAL DE Allium sativum L (Alho)

Angela Maria Viana Souzat. Francisco Yhan Pinto Bezerra?

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifingica e modulatéria do
0leo essencial de Allium sativum L. Trata-se de um estudo experimental, de carater
longitudinal e quantitativo, onde os resultados serdo submetidos & analise estatistica
com testes de significancia. Foram usadas duas linhagens padrdo de leveduras a
Candida albicans e Candida tropicalis. Para avaliacdo da atividade antifungica foi
utilizada a técnica de microdiluicdo, desta forma, determinando a concentracédo
inibitéria minima (CIM) e a concentracdo fungicida minima (CFM). O Fluconazol foi
utilizado como droga de referéncia para a avaliagdo modulatéria. Foi possivel observar
no teste de microdiluicdo que o 6leo essencial de Allium sativum L. inibiu o crescimento
da espécie de Candida albicans, porém frente a espécie de Candida tropicalis foi
ineficaz referente a cepas resistentes. Em relagdo a observacdo do efeito modulador da
resisténcia fangica quando realizado a exposicdo do 6leo essencial de Allium sativum L.
verificou que ndo houve resultados significativos, sendo que ndo obteve efeitos
sinérgicos do Oleo essencial com Fluconazol frente as cepas de Candida tropicalis.
Dessa forma, levando em consideracdo a resisténcia das leveduras do género Candida
aos antifangicos atuais, destaca-se relevante as pesquisas de novos antifingicos de
origem de produtos naturais.

Palavras-chave: Allium sativum L. Atividade antifangica. Modulacdo. Plantas
medicinais.

EVALUATION OF ANTIFUNGAL AND MODULATORY ACTIVITY OF
ESSENTIAL OIL Allium sativum L (garlic)

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the antifungal and modulatory activity of the
essential oil of Allium sativum L. This is an experimental study, with longitudinal and
quantitative character, where the results will be submitted to statistical analysis with
tests of significance. Two standard yeast strains were used for Candida albicans and
Candida tropicalis. For the evaluation of the antifungal activity, the microdilution
technique was used, in this way, determining the minimum inhibitory concentration
(MIC) and the minimum fungicidal concentration (CFM). Fluconazole was used as the
reference drug for the modulatory evaluation. It was possible to observe in the
microdilution test that the essential oil of Allium sativum L. inhibited the growth of the
Candida albicans species, but against the Candida tropicalis species it was ineffective
regarding resistant strains. In relation to the observation of the modulating effect of
fungal resistance when the exposure of the essential oil of Allium sativum L. Was
carried out, it was verified that there were no significant results, and it did not obtain
synergistic effects of the essential oil with Fluconazole compared to the strains of
Candida tropicalis. Thus, taking into account the resistance of Candida yeasts to
current antifungal, it is relevant to investigate new antifungals from the origin of natural
products.

Keywords: Allium sativum L. Antifungal activity. Modulation. Plant Medicinal.
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INTRODUCAO

A humanidade utiliza as plantas medicinais para a prevencgéo e tratamento de
doencas desde os tempos mais remotos até os dias atuais, muitas dessas utilizadas sem
qualquer respaldo cientifico em relacdo a sua eficacia e seguranga. Dessa forma,
compreende-se que existe um espaco enorme em relacdo a disponibilidade de recursos
naturais ofertados e as pesquisas que comprovem o uso popular (BIZZO; HOVELL,
REZENDE, 2009; LORENZI; MATOS, 2008).

Sendo assim, € indispensavel a identificacdo dos mais varidveis constituintes
quimicos contidos nos 6leos esséncias das plantas, visto que sdo responsaveis por
determinar as caracteristicas terapéuticas atribuidas as plantas (NEWMAN; CRAGG,
2012).

O Allium sativum L (alho) é uma hortalica bastante utilizada mundialmente,
sendo utilizado em varias situac@es, desde proporcionar sabores na culinaria nas mais
variadas culturas, como também usado na medicina popular para fins terapéuticos como
em ferimentos e gripes. (ARZANLOU, 2010; LUCINI, 2008). .

Em alguns estudos, apontam a resisténcia de espécies de Candida aos
antifungicos sintéticos. Assim, ressaltam a importancia do uso de produtos naturais na
busca de atingir melhor atividade frente a esses microrganismos. Dessa forma, a
aplicacdo das plantas medicinais como agentes antimicrobianos vem sendo analisada
(LIMA et al., 2006, POZZATTI, 2008).

Nota-se que as infec¢bes fungicas vém sendo considerado como um problema
de saude publica, aumentado gradualmente nas Gltimas décadas, a imunossupressao ou
alteracdo das barreiras anatbmicas sdo fatores de risco para estas infeccdes por favorecer
a entrada de microrganismos no hospedeiro (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2006).

Candida albicans ¢é normalmente encontrado na mucosa dos tratos
gastrointestinal e geniturinario, em 30 a 60% da populacdo, onde reside em equilibrio
com a flora bacteriana e o sistema imune do hospedeiro. Particularmente no Brasil,
Candida tropicalis se apresenta com frequéncia, constituindo-se nas principais
publicacGes como a segunda ou terceira principal causa de candidemia (CASTRO et al.,
2006; OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2006; SANTOS et al., 2006).

Foi aplicada a metodologia de microdiluicdo em placa e modulagdo com a

finalidade de avaliar a atividade antifungica do 6leo essencial de Allium sativum L.,


https://www.sinonimos.com.br/indispensavel/

sendo que, o Controle de Esterilidade e de Crescimento comprovaram, respectivamente,
a auséncia de contaminagédo do meio de cultura e a viabilidade das cepas testadas.
Portanto, o presente estudo surgiu da necessidade de encontrar novas alternativas
para o tratamento na reducdo ou eliminacdo de microrganismos, além do interesse em
verificar o potencial inibitério e acdo especifica frente as linhagens antifingicas. Diante
disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifingica e modulatéria do dleo

essencial de Allium sativum L.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERISTICAS DO ESTUDO

A pesquisa foi feita de forma experimental, longitudinal e quantitativo. As
atividades foram realizada no Laboratério da Universidade Doutor Ledo Sampaio
(Juazeiro do Norte - CE). Sendo que, foram desenvolvidas durante o periodo de Abril
de 2018.

2.2 MATERIAL VEGETAL

As amostras de Allium sativum L. foram coletadas no municipio de Crato, Cear4,

Brasil.

2.3 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

A extracdo do 6leo essencial do Allium sativum L. foi feita utilizando-se um
sistema de arraste de vapor, e coletado em um aparelho doseador tipo Cleavenger,
modificado por Gottlieb; Magalhdes (1960). O procedimento foi feito de forma que o
Allium sativum L. colocado em um baldo de 5 litros juntamente com 2,5 L de agua, e
mantido em ebulicdo por 2 horas. Apos obtida a mistura agua/6leo no dosador, foi
separado, tratada com sulfato de sodio anidro (Na,SO,) e filtrada para haver separagédo

total do oleo e da agua.



2.4 ENSAIOS ANTIFUNGICOS: PREPARO DA SOLUCAO INICIAL E DE TESTE

O preparo da solucdo inicial das amostras foi feita diluindo 10 pL do 6leo em 1
mL de dimetilsulfoxido (DMSO — Merck, Darmstadt, Alemanha), para a obtencdo de
uma concentracado inicial. A partir desta concentracdo, sera realizada uma diluicdo em

agua destilada estéril a fim de atingir a concentracdo de 16 384 pg/mL (solugdo teste).

2.5 LINHAGENS, DROGAS UTILIZADAS E MEIOS DE CULTURA

Os microrganismos que foram utilizados nos testes de sensibilidade aos produtos
naturais foram obtidos do Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM)
da Universidade Regional do Cariri — URCA. Foram utilizados duas linhagens padréo e
resistentes de leveduras Candida albicans 40006 e Candida troplicalis 40042. O
fluconazol foi utilizado como droga de referéncia no teste de modula¢do do farmaco

comercial.

2.6 INOCULO

Todas as linhagens foram inicialmente mantidas em tubos de ensaio contendo
em meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD) inclinado, sob refrigeracdo (8°C), no
Laboratdrio de Microbiologia e Biologia Molecular - LMBM da Universidade Regional
do Cariri. Para os testes da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Fungicida Minima (CFM), na preparacdo do inéculo dos fungos, inicialmente o0s
isolados foram cultivados em ASD vertido em placa de Petri a 37 °C por 24 horas
(overnight). A partir destas, foram preparadas suspensdes dos microrganismos em tubos
contendo 3 mL de solucdo estéril (NaCl a 0,9%). Em seguida, essas suspensdes foram
agitadas com auxilio do aparelho vortex e a turbidez foi comparada e ajustada aquela
apresentada pela suspensdo de sulfato de bario do tubo 0,5 da escala de McFarland, a
qual corresponde a um inéculo de aproximadamente 10° unidades formadoras de
colbnias/mL — UFC/mL (SOUZA et al., 2007).



2.7 DETERMINAGCAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A determinacdo da CIM do dleo essencial foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, utilizando placas contendo 96 cavidades com fundo chato e em triplicata
(ELLOF, 1998; SOUZA et al., 2007). Em cada orificio da placa foi adicionado 100 pL
do meio liquido BHI. Para distribuicdo na placa de microdiluicdo foram preparados
tubos eppendorf ® contendo cada um deles 1,5 mL de solugdo contendo 1350 pL de
BHI e 150 uL da suspensdo fungica. A placa foi preenchida no sentido numérico
adicionando-se 100 uL desta solugdo em cada pocgo (placa de 96 pogos) e em seguida
procedendo-se a microdilui¢do seriada com a solu¢do de 100 pL do produto natural
(JAVADPOUR et al., 1996). A revelacdo da CIM foi feita pela observagéo da turbidez
provocada pelo crescimento. Foi definido que CIM para os produtos testados, como a
menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento flngico verificado nos
orificios, quando comparado com o crescimento controle. Variando nas concentragdes

de 8192 a 4 pg/mL. As placas foram levadas a estufa por 24 h a 37 °C.

2.8 TESTE DE MODULACAO DO FLUCONAZOL

A solucdo contendo o 6leo essencial foi testada em concentracdo sub-inibitoria
(CIM/16). O volume de 100 pL de uma solu¢do contendo CSD, 10% do indculo e
produto natural foram distribuidos em cada poco no sentido alfabético da placa. Logo
ap6s, 100 pL de cada antifingico, individualmente, foi misturado ao primeiro poco,
procedendo a microdiluicdo em série, numa proporcdo de 1:1 até a Gltima cavidade. As
concentragOes do antifungico variaram gradualmente de 16.384-8 ug/mL (COUTINHO
et al., 2008). Foram utilizados controles de diluicdo dos produtos naturais, onde o
indculo foi substituido por salina, e o controle de esterilidade do meio. A leitura foi feita

através da observacdo da turvacao no meio.

2.9 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Em cada pogo da placa do teste da CIM, foi adicionada uma haste estéril, que
apos homogeneizar 0 meio contido na cavidade, serd subcultivada em placa de Petri

contendo ASD, através da transferéncia de uma pequena aliquota da solucdo teste (meio



+ indculo + produto natural) para verificacdo de viabilidade celular. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas e verificadas quanto ao crescimento ou ndo crescimento
de colbnias de Candida. A CFM foi definida como a menor concentragdo capaz de

inibir o crescimento de coldnia fangica frente ao produto natural (ERNST et al., 1999).

2.10 ANALISE ESTATISTICA

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em média
geométrica. Para andlise estatistica sera aplicada ANOVA two-way seguida do teste de

Bonferroni, considerando significancia de p< 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O oleo essencial de Allium sativum L., apresentou na microdiluicdo menores
valores de concentracdo inibitoria minima (CIM) somente contra a espécie de Candida
albicans, ou seja, o produto natural possui efetividade de inibicdo de crescimento. Ja em
relacdo a Candida tropicalis houve crescimento nas concentracfes testadas da cepa
resistente e uma reducdo frente a cepa padréo, desta forma, o 6leo essencial foi ineficaz

frente a essa espécie resistente (tabela 1).

Tabela 1: Valores de CIM encontrados na microdiluicdo do 6leo essencial de Allium
sativum L. frente cepas padréo e resistente de Candida albicans e Candida tropicalis

Concentracdo Inibitoria Minima (pug/mL)
In6culo 1 | Inéculo2 | Inbéculo 3 Média

Candida albicans Padrao 8 8 8 8
Candida albicans 8 8 8 8
Resistente
Candida tropicalis 8 16 16 13,3
Padrdo
Candida tropicalis 16.384 8.192 16.384 13.653,3
Resistente

FONTE: Primaria

Os resultados ilustrados nos graficos 1 e 2 demonstram o efeito da modulagéo do
oleo essencial de Allium sativum L. na atividade antifungica do fluconazol, na qual ndo

houve resultados significativos. O 06leo essencial de Allium sativum L. modulou



positivamente a acdo do Fluconazol frente a cepa de Candida albicans, porém sobre a

cepa de Candida tropicalis ndo houve sinergismo.

Gréfico 1: Valores de CIM encontrados na modulagdo do 6leo essencial de Allium
sativum L. associado ao fluconazol frente cepas padrdo e resistente de Candida
albicans.
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Grafico 2: Valores de CIM encontrados na modulacdo do oOleo essencial de Allium
sativum L. associado ao fluconazol frente cepas padrdo e resistente de Candida
tropicalis.
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As acOes produzidas pelos produtos naturais junto aos antimicrobianos utilizados
nestes modelos podem alterar o efeito destes seja aumentando ou diminuindo a CIM
(COUTINHO et al., 2008).
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Segundo Morais-Braga et al. (2013), ressalta que as bactérias apresentam maior
susceptibilidade aos produtos naturais que os fungos, isso explica por existir uma
complexidade nas células eucaridticas dos fungos e a dificuldade em desenvolver
pesquisas para produzir um antifingico eficaz e seguro.

Em pesquisas realizadas por Burt (2004) relatou que o possivel mecanismo dos
antimicrobianos € interferindo na permeabilidade da membrana celular, assim
esclarecendo a modulacdo positiva do 6leo essencial junto ao Fluconazol. Em seu
estudo explica que a particularidade dos 6leos essenciais de serem lipossoluveis e por
sua composicdo quimica permitindo que haja uma interacdo com estruturas celulares
que possuem constituicdo lipidica, resulta em um aumento na permeabilidade das
membranas celulares podendo ocasionar um desequilibrio eletrolitico e causar a morte
celular (CASTRO; LIMA, 2010; NASCIMENTO et al., 2007).

Pinto (2017), verificou a atividade antifingica do 6leo essencial Thapsia villosa
contra linhagens fangicas C. albicans, C. tropicalis e C. krusei confirmando seu
potencial como agente antifingico associado a baixa toxicidade, no entanto quando
associado com o fluconazol ndo demostrou efeito sinérgico, sendo semelhante aos
resultados do presente estudo.

Em outro estudo realizado por De Oliveira Lima (2006), verificou baixa
efetividade antifangica dos 6leos essenciais de Cinnamomum zeylanicum Blume, Citrus
limon Risso, Eucalyptus citriodora HK, Eugenia unifl ora L., Peumus boldus Benth e
Rosmarinus offi cinialis sobre a C. tropicalis, sendo condizente com o presente estudo.

Entretanto, segundo Oliveira et al. (2016) observou em seu estudo a atividade
antifungica do o6leo essencial de Ocimum gratissimum (Linn.) sobre espécies de
Candida que teve resultado significativo quando utilizado como agente modulador com
0 cetoconazol, potencializando a atividade antiflngica para C. tropicalis, isso pode ser
explicado devido o eugenol, o seu constituinte majoritario, sendo o provavel
responsavel pela sua atividade antimicrobiana. Nesse estudo obteve resultados que
mostraram que esse 6leo essencial nas concentracdes utilizadas (1x e 2x CIM) é capaz
de reduzir o desenvolvimento de hifas, pseudo-hifas e clamidoconidios.

A diferenca entre a menor ou maior acdo biologica dos 6leos essencias pode ser
justificada devido aos seus constituintes quimicos, como por exemplo, eugenol, citral,
pineno, cineol, elemeno, furanodieno, imoneno, cariofileno, eucaliptol, carvacrol e

outros. Sendo que, esses elementos quimicos tem a capacidade de possuir propriedades,
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antiparasiticas, antissépticas, antibacteiranas e antifungicas (CRAVEIRO et al., 1981;
SOUZA et al., 2005).

O Allium sativum L. tem como seu principal componente a alicina de
caracteristicas volateis, estabilidade e solubilidade baixas. Acredita-se que esse
componente seja responsavel pela acdo antibacteriana, antifungica, antiviral,
antiparasitaria e dentre outras (ARZANLOU, 2010; CAIl; WANG; PEI, 2007).

A fraca atividade antifingica frente cepas de Candida apresentada pelo 6leo
essencial utilizado neste estudo pode ser explicada pelas caracteristicas quimicas dos
mesmos, como Vvolatilidade, insolubilidade em agua e complexidade, que podem
interferir significativamente nos resultados (NASCIMENTO et al., 2007).

Além disso, fatores de viruléncia evidentes pelas espécies de Candida, como a
formacdo de hifas e pseudo-hifas demonstram uma barreira para fagocitose, logo
permitindo a adesdo ao epitélio. Essas alteraces morfoldgicas representam uma das

formas de patogenicidade desse microrganismo (ROMANI et al., 2003).

4 CONCLUSAO

Foi possivel observar que a acgéo antifingica e modulatoria do 6leo essencial de
Allium sativum L. frente as cepas testadas, obteve resultados satisfatorios apenas para
Candida albicans no teste de microdiluicdo, ndo havendo significancia na capacidade
modulatoéria. Levando em consideracdo a resisténcia das leveduras do género Candida
aos antiflngicos atuais, destaca-se relevante as pesquisas de novos antifungicos
originados de produtos naturais. Nota-se que 0s vegetais podem ser uma alternativa de
aplicar os produtos naturais como forma de prevencdo e tratamento de doencas
fangicas. No entanto, é imprescindivel a realizacdo de pesquisas minuciosas em relacédo

a toxicidade para serem utilizados com seguranca como farmacos.
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