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SIMOES, Nataly do Nascimento. Andlise da composicio quimica e atividade
antimicrobiana do dleo essencial de Citrus limon Linneo frente a microrganismos orais.
2012. Monografia (Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Federal de Campina
Grande, Patos - PB, 2012.

RESUMO

O liméo (Citrus limon Linneo) ¢ uma planta nativa do Sudeste Asidtico cultivada em todas as
regides do mundo. O 6leo extraido da casca do fruto é utilizado para fins terapéuticos, na
culinéria, na induastria de alimentos e cosmética, e tem despertado interesse de pesquisadores
de todo o mundo. O objetivo desse estudo foi identificar os constituintes quimicos do dleo
essencial e avaliar in vitro sua atividade antimicrobiana frente a microrganismos da cavidade
oral - Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus, Candida krusei e
Candida parapsilosis. A extragdo do 6leo essencial foi realizada através do processo de
hidrodestilagéo utilizando Clevenger. O dleo sem coloragdo apresentou densidade relativa de
0,8388 e indice de refragdo de 1,467. A analise da composi¢do quimica realizada através da
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (CG-MS) identificou 21 compostos,
sendo em concentragdo majoritdria o limoneno (63,22%), 1,4-ciclohexadieno, 1-metil-4-(1-
metiletil) - (13,20%) e 1,6-Octadieno-3-ol, 3,7-dimetil- (7,97%). A avaliagdo da atividade
antimicrobiana in vitro do éleo essencial, realizadas em metodologia de difusdo em placas,
evidenciou resisténcias das cepas de S. mutans, S. sanguis, S. sobrinus e atividade inibitéria
das cepas de C. krusei e C. parapsilosis, com halo de inibigéio superior a 10 mm. Conclui-se
que o oleo essencial do Citrus Limon ofereceu uma atividade antifiingica o que sugere o uso
dessa substincia como meio alternativo e economicamente vidvel para o controle de

candidoses.

Palavras-chave: limdo, 6leo essencial, limoneno, atividade antimicrobiana, estreptococos
orais, Candida




SIMOES, Nataly do Nascimento. Analysis of the chemical composition and antimicrobial
activity of essential oil of Citrus limon Linneo against oral microorganisms. 2012.
Monography (Graduation in of Biological Sciences) - Federal University of Campina Grande,
Patos - PB, 2012.

ABSTRACT

The lemon (Citrus limon Linneo) is a plant native to Southeast Asia cultivated in all regions
of the world. The oil extracted from the rind of the fruit is used for therapeutic purposes, in
cooking, cosmetics and food industry, and has attracted interest from researchers around the
world. The aim of this study was to identify the chemical constituents of the essential oil and
evaluate in vitro their antimicrobial activity against microorganisms of the oral cavity -
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus, Candida krusei and
Candida parapsilosis. The essential oil extraction was done through the process of
hydrodistillation using Clevenger. The oil presented colorless, a relative density of 0.8388
and a refractive index of 1.467. The analysis of chemical composition performed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) identified 21 compounds being the
limonene concentration (63.22%), 1.4-cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl) -
(13.20%) and 1,6-octadiene-3-ol, 3,7-dimethyl-(7.97%) the majority. The evaluation of the in
vitro antimicrobial activity of essential oil, showed resistant strains of S. mutans, S. sanguis,
S. sobrinus to the oil and inhibitory activity against strains of C. krusei and C. parapsilosis,
with a zone of inhibition greater than 10 mm. It was concluded that essencial oil of the Citrus
Limon offered antifungal activity that suggests the use of these substances as an economic and

viable kind of alternative to the control of candidosis.

Keywords: lemon, essential oil, limonene, antimicrobial activity, oral streptococci, Candida
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1 INTRODUCAO

Calcula-se que cerca de 100 trilhdes de microrganismos alberguem nosso corpo,
compreendendo desde a pele, superficies dentarias e mucosas que entram em contato com o
meio externo (DE LORENZO, 2010). Das regides anatdmicas anteriormente citadas, a
cavidade oral € um sitio bem particular do corpo, em fungéo da sua complexidade anatomica,
ela ndo possui uma Unica espécie e sim uma microbiota complexa com diferengas marcantes
em sua composi¢do qualitativa e quantitativa, pois a cavidade oral ¢ composta por varios
sitios ecoldgicos, cada qual com sua microbiota peculiar. (HAGG et al.,2004; PRIETO-
PRIETO; CALVO, 2004; AAS et al., 2005).

Grande parte das doengas que acometem a cavidade oral é de origem infecciosa.
Dependendo de fatores, tais como a dieta e a remogdo mecénica regular do biofilme dental, o
tipo de microbiota predominante na cavidade oral pode variar. Quando a remogdo mecénica
do biofilme ¢ deficiente e a utilizagdo da sacarose é frequente, ocorre uma sele¢do para certos
organismos patogénicos e o biofilme se torna virulento, podendo resultar tanto em lesdes de
tecido duro quanto de tecido mole. Todavia, deve—se lembrar das dificuldades em se
conseguir que os pacientes mantenham um adequado controle mecénico; logo, substincias
antimicrobianas poderiam tentar compensar a desmotivagdo para uma boa higienizagio dos
dentes (DE LORENZO, 2010).

Como alternativa, o estudo de compostos e extratos naturais tem sido realizado,
visando & obtengdo de agentes antimicrobianos que possibilitem a prevengdo e tratamento de
doengas bucais, com poucos efeitos colaterais indesejaveis e facil acesso a populagdo
(PEREIRA, 2005; BOTELHO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; LUSTOSA et al., 2008;
SILVA et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2008; SANTOS et al., 2009).

A diversidade da vegetagdo brasileira, resultado das adaptagdes dos organismos as
amplas variagdes nas condigdes edafoclimaticas do pais, representa uma reserva potencial de
novos fitoquimicos bioativos. Dentre os compostos vegetais mais pesquisados destacam-se os
oleos essenciais. Estes sdo também denominados “Oleos volateis”, compostos oleosos
aromaticos, de composi¢do complexa contendo dentre outros componentes, hidrocarbonetos

terpénicos, ésteres, acidos organicos, aldeidos, cetonas e fendis, em concentragdes varidveis
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em dependéncia de diversos fatores, sendo que a composi¢do majoritaria é representada por

um composto farmacologicamente ativo (BURT, 2007).

Algumas plantas evoluiram produzindo produtos secundarios que interagem com alvos
moleculares (ex. receptores) de organismos competidores como microrganismos, outras
plantas e animais. Nesse sentido, alguns produtos secundarios exercem suas fungdes pela
semelhanga com metabdlitos endégenos, receptores, hormdnios, moléculas da transdugdo de
sinais ou neurotransmissores, e por isso possuem efeito benéfico nos homens gragas a sua
similaridade com moléculas do sistema nervoso central, sistema enddcrino (BRISKIN, 2000).
Na medicina tradicional, muitos 6leos essenciais tém apresentado atividade antimicrobiana,
inseticida, no tratamento de doengas cardiovasculares e cancerigenas. Muitos 6leos essenciais
tém sido empregados como medicamentos complementares no tratamento de infecgdes
fingicas e bacterianas (HAMMER; CARSON; RILEY, 1998).

Embora seja planta nativa da regido do Sudeste Asiatico, Citrus limon Linneo, o limio
¢ cultivado em todas as regides do mundo e utilizado na culinaria, nas industrias de alimentos
e perfumes, na agricultura e na medicina. O dleo essencial do limido é composto por agua,
proteinas, gorduras, vitaminas A, B1, B2, BS, C, potassio, sodio, fosforo, ferro, calcio,
enxofre, cloro, silicio e magnésio. Seu principio ativo estd na hesperidina, aurantina e
limonina. Estudos cientificos comprovam que o odleo essencial do lim3o tem agdes

antissépticas e antimicrobianas (PEREIRA et al., 2009).

O crescimento mundial da fitoterapia dentro de programas preventivos e curativos tem
estimulado a avaliagdo da atividade de diferentes extratos de plantas para o controle do
biofilme dentario (NAVARRO et al., 1996). Desta forma, a busca por recursos alternativos ja
¢ uma realidade, visto as vantagens expostas, justifica a necessidade de se estudar a agdo de

fitoterapicos sobre os microrganismos orais formadores do biofilme dental e assim, dentro

desse contexto, o estudo do Citrus limon L. frente microrganismos orais.




2 OBJETIVOS

14

2.1 Objetivo geral

Verificar a composi¢do quimica e atividade antimicrobiana do dleo essencial, do

Citrus limon Linneo frente a microrganismos orais.

2.2 Objetivos especificos

Extrair o 6leo essencial e a “adgua de cheiro” do Citrus limon L., o limio,
através do processo de hidrodestilagdo;

Determinar a composigdo quimica do Oleo essencial através da
cromatografia gasosa acoplada a espectro de massa (CG-MS);

Averiguar a atividade antimicrobiana do dleo essencial e da “dgua de

cheiro” frente a Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis,

Streptococcus sobrinus, Candida krusei e Candida parapsilosis.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Oleos essenciais

O uso terapéutico das plantas medicinais ¢ um dos pontos mais caracteristicos da
espécie humana, tdo antigo quanto a prépria humanidade e encontrado praticamente em todas
as civilizagdes e grupos culturais conhecidos (RODRIGUES, 2007).

Em uma fase anterior, o grande avango apresentado pela indistria farmacéutica
tradicional proporcionou a populagio mundial um acesso mais fécil as drogas, favorecendo
globalmente a promogéo da satide. Apesar dos grandes beneficios trazidos por esse progresso,
eles se fizeram acompanhar de alguns maleficios embora tenham sido desenvolvidos novos
antibidticos sintéticos e modificadas algumas drogas ja existentes (SANTOS et al., 2007).
Segundo os mesmos autores, nas Gltimas trés décadas a resisténcia dos microrganismos frente
a essas moléculas vem aumentando. Desse modo, as infecgdes poderdo ocorrer, resultando em
elevagdo da morbidade e mortalidade. De acordo com Burt, 2004, o fendmeno da resisténcia
aos antimicrobianos vem estimulando uma nova procura pela utilizagdo de fitoterapicos,
suscitando uma busca gradativamente maior em torno desse tema. Ji se criou o termo
“Consumismo Verde” para definir esse interesse atualmente suscitado pelos produtos

fitoterapicos.

Os oOleos essenciais sdo compostos liquidos, complexos, orginicos, lipofilicos,
volateis, aromaticos, também sendo conhecidos, como oOleos volateis, 6leos etéreos ou
esséncias. S3o extraidos de diversas partes das plantas, como folhas, flores, sementes, brotos,
galhos, cascas de caule, frutos e raizes (ARA(JJO, 2009).

Esses compostos sdo originados do metabolismo secundério das plantas e possuem
composigdo quimica complexa, destacando-se a presenga de terpenos e fenilpropandides. Eles
constituem os elementos volateis contidos em muitos 6rgéos vegetais e estdo relacionados
com diversas fungdes necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na
defesa contra microrganismos. Os Oleos essenciais possuem conhecidas propriedades

antifingicas e um potencial para aplicagdo como agentes antimicrobianos (FARIAS; LIMA,

2000). Tem sido estabelecido cientificamente que cerca de 60% desses compostos possuem
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propriedades antifiingicas e 35%, propriedades antibacterianas (LIMA et al, 2006;
TRAJANO, 2008). Devido a sua complexa composigio, os 6leos essenciais demonstram uma
variedade de ag¢des farmacoldgicas, tornando-os potenciais fontes para o desenvolvimento de
varias drogas (SANTOS, 1997).

A avaliagdo das atividades biologicas dos dleos essenciais de algumas plantas revelou
que alguns destes exibiam atividades antibacterianas, inseticidas e antifiingicas (SILVA et al.,
2008). Estes efeitos antimicrobianos sdo bastante conhecidos, porém seu mecanismo de agdo
ndo estd totalmente esclarecido. Considerando o grande nimero de diferentes compostos
quimicos presentes nestes produtos, provavelmente sua atividade ndo € atribuida a um
mecanismo especifico, mas por diversas agdes sobre a estrutura dos microrganismos
(TRAJANO, 2008).

O mecanismo pelo qual a maioria dos 6leos essenciais exerce seu efeito microbiano é
pela sua atividade na estrutura da parede celular bacteriana, desnaturando e coagulando as
proteinas. Mais especificamente, atuam alterando a permeabilidade da membrana
citoplasmética por ions de hidrogénio e potassio. A alteragio dos gradientes de ions conduz a
deterioragdo dos processos essenciais da célula como transporte de elétrons, translocagio de
proteinas, etapas da fosforilagdo e outras reagdes dependentes de enzimas, resultando em
perda do controle quimiosmético da célula afetada e, consequentemente, a morte bacteriana
(DORMAN, 2000).

E importante lembrar que o uso de fitomedicamentos ndo esta isento de riscos: a
crenga na “naturalidade ino6cua” dos fitoterdpicos e plantas medicinais ndo é facilmente
contradita, pois as evidéncias cientificas de ocorréncia de intoxicagdes e efeitos colaterais
relacionados com o uso destas plantas dificilmente chegam ao conhecimento dos usuérios
(SILVEIRA et al., 2006). Ha estudos que alertam para o risco de toxicidade de fitoterapicos e
de seu uso indiscriminado pela populagéo leiga (AGRA et al., 2007). Além disso, ainda se

observam lacunas no que concerne a indicagdo correta dos fitoterapicos para o tratamento de
alguma doenga (FRANCA et al., 2008).
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3.1.1 Citrus limon Linneo

Citrus limon, limdo siciliano, € o fruto do limoeiro, arvore da familia Rutaceae, que é
originario da regido sudeste da Asia. A familia Rutaceae possui cerca de 150 géneros e 2000
espécies, amplamente distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais de ambos os
hemisférios. Este possui as seguintes sinonimias: Citrus limonelloides, Citrus medica
var.limon, Citrus limonum, Citrus aurantifolia, Citrus latifolia, Citrus limon var. rajahmudri,
Citrus limonia var. digitata, Citrus limonia var. limetta (BELLETTI et al., 2004; LUZIA;
JORGE, 2009).

O éleo essencial de C. /imon possui, em sua composi¢do, numerosos componentes que
podem atuar de maneira isolada ou em associagdo, sendo, assim, responsaveis por sua maior
ou menor atividade biolégica. Sdo eles: monoterpenos (a-thujene, a e P-pineno, canfeno,
mirceno, o e B-felandreno, a e y-terpinene, limoneno, terpinoleno, f-ocimeno, p-cimeno, 3-
careno); monoterpenos oxigenados (hidrato de sabineno, linalol, endo-fenchol, cénfora,
citronelol, borneol, terpin, a-perilla alcool, terpineol, nerol, neral, carvona, geraniol, geranial,
citronelol, cadineno, timol); sesquiterpenos (o-elemeno, E-caryophellene, a-trans-
bergamoteno, a-humuleno, E-B-farneseno, y-curcumeno, valencene, biciclogermacreno, o-
muurolene, a e y-bisaboleno); sesquiterpenos oxigenados (alcool caryophellene, germacreno,
a-muurolol, a-cadinol, a-bisabolol, E-farnesol); e outros componentes oxigenados, como o
acido linoléico (FERHAT et al., 2007; LOTA et al., 2002).

Tendo o citral, citronelal, linalol, limonina, pineno, terpineno e limoneno como
constituintes quimicos do dleo essencial, componentes responsaveis por suas propriedades
farmacoldgicas observadas, tais como: antioxidante, anti-inflamatérias, antiparasitéria,
analgésica, antimicrobiana, anticancerigena e antiviral (GARCIA et al., 1997; LUZIA;
JORGE, 2009; LIMA et al., 2006; SA et al., 1996; PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR;
IGNACIMUTHU , 2006).

A atividade antifingica dos 6leos essenciais extraidos de limdo e citronela, e de alguns
componentes dos 6leos essenciais citral, geraniol, citronelol e citronelal foram testados em

quatro fungos patogénicos (Candida albicans, Microsporum gypseum, Sporothrix schenckii e

Aspergillus niger), sendo que o 6leo de limdo apresentou alta atividade antifingica para todos
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os organismos testados e o Oleo de citronela foi eficiente para Microsporum gypse
(DHARMENDRA et al, 2001).

O 6leo essencial do limdo apresenta efetiva ag@o inibitoria sobre diversas leveduras,
fato este confirmado por diversos trabalhos cientificos (ARAUIJO, 2005;: FENNER, 2006;
LIMA et al., 2006; REZENDE; COCCO, 2002). Vendruscolo (2005) realizou uma revisdo de
literatura dos dados quimicos de espécies usadas com fins terapéuticos, confirmando a agdo
inibitéria do dleo volatil de C. limon no crescimento de C. albicans. Na composi¢do do 6leo
essencial de C. limon, esta presente, dentre outras, uma substincia denominada xantolina, que
¢ provida de atividade antifiingica contra diversas espécies, dentre as quais algumas leveduras
do género Candida (LIMA et al., 1995).

Em microrganismos da cavidade oral, o uso terapéutico de Citrus limon pode-se
mostrar de grande valia, tendo-se em conta suas diversas agdes — antisséptica, antimicrobiana,
anti-inflamatéria - motivando ainda mais as pesquisas a seu respeito. Entretanto, tomando-se a
importéncia clinica das infecgdes flingicas na cavidade oral, é plenamente justificivel o
estudo da ag@o antimicética dos principios ativos dessa planta, bem como seu uso consciente,
a fim de instituir um protocolo de uso seguro (FRANCA ef al., 2008). Oliveira et al. (2007)
constataram em seu trabalho o uso de C. limon para o tratamento de afecgdes bucais na forma
de infuso, utilizando o fruto maduro para tal fim. Eles também relatam que, embora esta e
outras plantas venham sendo submetidas a alguns ensaios na drea de Odontologia, ainda
faltam estudos cientificos que comprovem o seu uso efetivo nas afecgdes orais. Devido a todo
o referencial encontrado em relagdo as propriedades do 6leo essencial do Citrus limon, este

foi escolhido para realizagdo do estudo.

Figura 1 - Citrus limon Linneo, Bananeiras, Paraiba, 2012. Fonte: Préprio autor
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3.2 Microrganismos orais

De todos os sitios do corpo humano, a cavidade oral é aquele que apresenta os maiores
niveis e diversidade de microrganismos. As caracteristicas anatomo-fisiologicas da boca sdo
responsaveis por esta diversidade, uma vez que a boca apresenta diferentes tipos de tecidos e
estruturas que variam quanto a tenséo de oxigénio, disponibilidade de nutrientes, temperatura
e exposi¢io aos fatores imunolégicos do hospedeiro. Além das superficies moles e
descamativas das mucosas, ha superficies rigidas ndo descamaveis (estdveis) que sdo as
superficies dos dentes. As superficies das mucosas e dentes sdo ainda banhadas pela saliva ou
pelo fluido crevicular (do grego, crevis=sulco). O fluido crevicular é o exsudato dos liquidos
teciduais/plasma que atinge o sulco gengival. Os diversos nichos da cavidade oral oferecem,
portanto, condigdes favoraveis as exigéncias nutritivas, respiratérias e de aderéncia
necessdrias a colonizagdo de grande variedade de microrganismos. Além disto, fatores
comportamentais (ex., dieta e habitos de higiene oral) e condigdes de saide do préprio
hospedeiro (ex., fluxo salivar e condi¢des do sistema imunoldgico), exercem também grande
influéncia nas comunidades bacterianas da boca (DE LORENZO, 2010).

Os microrganismos que colonizam os dentes formam a chamada placa dental
bacteriana, de enorme interesse a odontologia e outras dreas de medicina. A placa dental
bacteriana ¢ um BIOFILME. Na natureza existem intimeros biofilmes distintos e a placa
dental € possivelmente o biofilme mais estudado, sendo importante no desenvolvimento das
principais patologias orais (DE LORENZO, 2010).

O biofilme dental assim formado ¢ composto por um grupo heterogéneo de
microrganismos nos diferentes sitios e tende a se estabilizar com o passar do tempo. Essa
homeostase bacteriana resulta de um processo dindmico nas interagdes microbianas (MARSH,
2005) e a atividade metabdlica causa flutuagdes de pH até mesmo em condi¢des de repouso.
Tais flutuagdes de pH causam alteragdes no fluido do biofilme, resultando em um distirbio no
equilibrio na interface dente e biofilme, levando a intermitente perda e ganho de minerais na
superficie dental (MANIJI et al., 1991). O processo de desmineraliza¢do dental s4 ocorre na

presenga de microrganismos (LEITES, 2006).
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3.2.1 Género Streptococcus

Sdo cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos, microaerdfilos, acidogénicos e

aciduricos, e capazes de formar polissacarideos extracelulares (LEITES et al., 2006).

Os estreptococos estdo distribuidos na natureza como comensais (animais). Os
estreptococos causam uma série de enfermidades nos animais e no homem, sendo importantes
saprofitos do leite e produtos lacteos. As espécies potencialmente patogénicas ou ndo
patogénicas estdo presentes na pele e mucosas do trato digestivo, genital e respiratorio,
podendo sob determinadas condigdes, causar doenga (KATHRYN et al., 1999).

A viruléncia dos estreptococos esta baseada na secre¢do de proteinas de superficie e
nas estruturas que direta ou indiretamente impedem a fagocitose, incluindo aquelas
envolvidas na adesdo e metabolismo de carboidratos ou induzindo a liberagdo de citocinas
pro-inflamatérias. Os fatores de viruléncia mais conhecidos nos estreptococos sdo a capsula
de 4cido hialurénico, a proteina M antifagocitiria e as exotoxinas pirogénicas. Outras
moléculas incluindo estreptolisinas, proteases, toxinas leucocidas, ativadores plasminogénio
(estreptoquinase) e possivelmente receptores da plasmina encontrados na superficie ou
secretados contribuem com a patogenicidade. Além disso, a maioria dos estreptococcus
patogénicos possui a habilidade de ligar-se ao plasma do hospedeiro; & albumina, a
imunoglobulina, ao fibrinogénio; ligar-se a fibrinonectina, a laminina e a outros componentes
do hospedeiro (KATHRYN et al., 1999).

Existem muitos estreptococos na microbiota oral, dentre eles recebe destaque os
Streptococcus mitis e o Streptococcus sanguis, pois sdo consideradas colonizadores primarios,
ligando-se ao dente e iniciando o processo de formagdo do biofilme dental. A presenca do

Streptococcus mutans e do Streptococcus sobrinus, ¢ mais prevalente nas etapas iniciais da
carie (BUISCHI, 2000).

O Streptococcus mutans tem sido considerado a principal espécie bacteriana envolvida
no processo de formagdio do biofilme cariogénico. O unico habitat natural conhecido de S.
mutans é a superficie dentdria. Os glucanos produzidos por essas bactérias facilitam a

aderéncia e o acimulo de microrganismos, estabelecendo uma matriz extracelular resistente

as forgas mecénicas normais de remogéo presentes no hospedeiro, e proporcionando alguma




21

prote¢do contra os sistemas de defesas especifico e ndo-especifico (CANETTIERI et al.,
2006; SOUZA et al., 2001). Produzem polissacarideos extracelulares (glicanos soluveis e
insoliiveis em &4gua e frutanos) e intracelulares. Produzem 4cidos de vérios carboidratos.

Apresentam um de trés antigenos polissacarideos c, e ou f (JORGE, 2007).

O Streptococcus sobrinus foi considerada a espécie mais acidogénica, sendo capaz de
produzir 4cido mais rapidamente a partir da glicose, e sustentar a produgdo de éacidos
especialmente em valores de baixo pH (SOET et al., 1991). O haitat é a superficie dentéria
humana, sendo cariogénico para animais experimentais; pode estar associados a carie humana.
Produzem polissacarideos extracelulares glicanos e 4cidos de varios carboidratos. Possuem

um de dois antigenos polissacarideos d ou g (JORGE, 2007).

O S. mutans e S. sobrinus apresentam potencial cariogénico em humanos. As outras
espécies sdo encontradas em animais e, se estdo presentes em humanos, ndo parecem ser
altamente cariogénicas (MALTZ, 2000).

O Streptococcus sanguis sdo isolados de biofilme dentirio, constituem parte
significativa da microbiota. Ocorrem em menor nimero em outras partes da boca(JORGE,
2007). S. sanguis ¢ um dos estreptococos predominantes que colonizam os dentes. Algumas
amostras dessas espécies tem cariogenecidade minima para animais, mas a maioria ndo
apresenta tal caracteristica. As lesdes de carie produzidas por S. sanmguis ocorrem
principalmente em sulcos e s#o significativamente menores que as produzidas por
estreptococos do grupo mutans. S. sanguis tem sido isolados em todos os biofilmes dentarios
examinados e também na lingua, sendo difilcimente encontrada na garganta. Algumas cepas
sdo a-hemoliticas, mas outras sdo [ e ndo hemoliticas. A maioria produz polissacarideo

extracelular glicano. Produz acido a partir da glicose, sacorose e trealose (DAHLEN, 1993).

Produzem polissacarideos extracelulares e acidos de varios carboidratos e IgA protease. S3o
divididos em biétipos 1-3 ou 1-4, de acordo com diferentes autores (JORGE, 2007).
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3.2.2 Género Candida

Os fungos, seres eucariontes, heterotroficos, possuem ampla distribuigdo na natureza,
podendo ser encontrados em vérios habitats, como: ar, agua, solo, animais, alimentos. Suas
espécies sofrem em sua incidéncia variagdes conforme a localidade, estagdo do ano, grau
higroscépico do ar, entre outras (SIDRIM & MOREIRA, 1999).

No organismo do hospedeiro, em condigdes normais, os fungos comportam-se de
forma ndo-patogénica. No entanto, em situagdes de imunossupressdo ou alteragdes sistémicas,
alguns assumem o comportamento de patégenos, causando manifestagdes infecciosas, que
vio desde lesdes mucosas superficiais até disseminagdes sistémicas graves e invasivas
(BUDTZ-JORGENSEN, 1990). Assim, sdo denominados fungos oportunistas, que podem ser
classificados em filamentosos e leveduriformes. Os primeiros, quando dispersos pelo ar,
podem ser deglutidos ou implantados traumaticamente em hospedeiros susceptiveis, iniciando
a infecgdo. Ja as leveduras usualmente sdo colonizadoras da pele, do trato gastrointestinal e de
mucosas, vivendo como organismos comensais, e deste grupo fazem parte os representantes
do género Candida. Os fungos leveduriformes sdo mais resistentes do que os do tipo
filamentoso (FARIAS; LIMA, 2000; LACAZ et al., 2002).

Primariamente sdo observados pela sua forma vegetativa. Sendo esta, unicelular como
sdo conhecidas as leveduras, ou multicelular, caso dos filamentosos (mais abundantes na
natureza). Ainda existem os dimérficos, ou seja, podem apresentar-se leveduriformes a
temperatura de 37-39°C ou filamentosos a temperatura ambiente (SIDRIM & MOREIRA,
1999). As leveduras tém como estrutura primaria, células que se reproduzem por brotamento,
Gnico ou multiplo, em geral, de forma arredondada. Estas células sdo esporos de origem
assexual e se denominam blastoconidios. Alguns géneros de leveduras menos importantes na
micologia médica, reproduzem-se por fissdo (MIDLEY, 1998; LARONE, 2000).

A identificagdo das espécies de leveduras do género Candida segue alguns critérios
basicos como: a produgdo de pseudo-hifas ou hifas verdadeiras; fermentagfo de carboidratos e
assimilagéo de agtcares (LACAZ et al., 2002). Podem-se diferenciar as espécies de Candida
através da produgdo de tubo germinativo, utilizagdo das fontes de carbono e de nitrogénio,

exigéncias nutricionais para o cultivo, crescimento a altas temperaturas e suscetibilidade das
leveduras frente a cicloheximida (LACAZ et al., 1980; SIDRIM& MOREIRA, 1999).
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As principais espécies dentro do género sdo: C. albicans, C. parapsilosis, C. Krusei,
C. lusitanie, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. curvata,
C.lambica, C. famata, C. rugosa e C. humicola(LACAZ et al., 1980; RIPPON, 1988; KNOW-
CHUNG& BENNETT, 1992; SIDRIM& MOREIRA, 1999); porém a espécie envolvida na
maioria dos casos de candidiase em mamiferos € reconhecidamente C. albicans, entretanto
espécies ndo-albicans, tem apresentado crescente importéncia nos quadros clinicos (KWON-
CHUNG& BENNET, 1992; SIDRIM& MOREIRA, 1999; ZIARRUSTA, 2002).

Apds a multiplicagdo e invasdo dos tecidos, as leveduras do género Candida podem
provocar lesdes superficiais em pele e mucosas, assim como se disseminar para diferentes
orglos como rins, pulmdo, coragdo, articulagdes, ossos e sistema nervoso central. A
candidiase apresenta diversas manifestagdes clinicas de carter subagudo, agudo ou crénico,
que podem ser agrupadas em trés formas: cutdneo-mucosa, sistémica ou visceral, alérgica
(SIDRIM& MOREIRA, 1999; LACAZ et al., 2002). As mucosas oral, vaginal e esofagica sdo
as mais acometidas em quadros de candidiases (SIDRIM; MOREIRA, 1999). Também pode
produzir lesdes que acometem tipicamente pacientes portadores de doengas malignas cronicas
e/ou degenerativas, transplantados, usuarios de antimicrobianos e corticéides por tempo
prolongado e imunodeprimidos, como os portadores de HIV (FARIAS; LIMA, 2000;
SVETAZ et al., 2007).

Com relagdo as infecgdes superficiais, especialmente as que acometem a cavidade
oral, objeto de interesse deste estudo, sabe-se que a mucosa dessa regido é o sitio mais
frequente de candidiase superficial, e a colonizagéio por C. albicans ocorre em 10 a 50% dos
individuos sadios. De forma geral, essa colonizagdo ¢ controlada por antagonismo
competitivo da microbiota comensal, por competigdes nutritivas e pela produgdo de
substéncias toxicas que podem também interferir no mecanismo de aderéncia dessas leveduras
as células epiteliais. A producdo de 4cido latico por essas células ou a manutengdo do pH

salivar também sdo fatores limitantes da colonizagdo dessas leveduras (LORENZO, 2004).

De acordo com a maioria dos estudos realizados no Brasil, Candida albicans
apresenta-se como predominante nas amostras clinicas mais cultivadas, como sangue, urina e
escarro, porém, as espécies ndo-albicans, quais sejam Candida tropicalis, Candida

parapsilosis, Candida glabrata e Candida krusei, importantes patdgenos oportunistas,

aparecem com prevaléncias cada vez mais altas (BAUMGARTNER et al, 1996;
FLOONGLADDA et al., 2002).
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A levedura Candida krusei apresenta células ovoides e predominantemente cilindricas.
Pode formar pseudomicélio. Fermenta e assimila glicose. E isolada da cavidade oral de
individuos saudéveis, tendo sido descrita em infecgdes oculares, candidoses vaginais, artrites
e fungemias hospitalares (JORGE, 2007). O fenétipo de multirresisténcia exibido por C.
krusei é um problema para o tratamento de pacientes em geral, principalmente grupos
comprometidos (neutropénicos, com hanseniase, com leucemia, HIV-positivo, dentre outros)
e fungemias. O voriconazol é usado com sucesso em infecgdes por C. krusei, e o grupo de
antifiingicos equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina) tem demonstrado
excelente atividade in vitro. Todavia, autores vém relatando uma diminuigdo da sensibilidade
para o voriconazol e as equinocandinas. C. krusei apresenta uma plasticidade com respeito a
desenvolver resisténcia a antifingicos, e assim como a C. glabrata, é considerada uma
importante espécie a ser monitorada com relagéo a resisténcia antifingica (SHEMER et al.,
2001; PFALLER et al., 2008).

A Candida parapsilosis é um microrganismo ubiquo comumente isolado do ambiente
no solo, na agua e nas plantas (LUPETTI et al., 2002). Apresenta células ovoides, curtas ou
alongadas, podendo ocorrer pseudomicélio longos. E considerada sapréfita da pele e da
cavidade oral (JORGE, 2007). Esta espécie emerge como um importante patégeno
nosocomial (comensal, quando em individuo sadio) associada a cateteres, com manifesta¢des
clinicas que incluem fungemias, endocardites, endoftalmites, artrites e peritonites, e estas
infecgdes usualmente ocorrem em associagdio a procedimentos invasivos ou dispositivos
protéticos. Em alguns hospitais infantis, C. parapsilosis torna-se predominante em
candidemias. Esta espécie € mais frequente em infecgdes na corrente sanguinea, sobretudo em
neonatos, pacientes transplantados, associadas a cateteres, e pacientes que recebem nutrigéo
parenteral e prévia terapia antifiingica. A habilidade de produgdo de biofilmes estd
intimamente ligada & doenca, e ¢ morfologicamente diferente de C. albicans. Em estudos
recentes, C. parapsilosis pode-se dividir em trés grupos distintos (C. parapsilosis, C.
orthopsilosis e C. metapsislosis) com base em diversos critérios, incluindo anilise de DNA,
eletroforese de isoenzimas, eletroforese de caridtipos, morfotipos, sequéncias de DNA

mitocondrial, habilidade de produgdo de biofilmes, dentre outras. Isolados clinicos desta

espécie sdo sensiveis a anfotericina B e aos derivados azélicos 5 (COLOMBO et al., 2003;
LAFFEY et al., 2005; KOCSUBE et al., 2007).




25

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material botinico

Os frutos do Citrus limon L. foram coletados na Fazenda Tanques, localizada na
cidade de Bananeiras, uma regido localizada na microrregiio do Brejo incluida na
mesorregido Agreste do estado da Paraiba, no periodo de novembro de 2011 a fevereiro de
2012.

Esta espécie foi identificada e registrada no Herbério do Centro de Saude e Tecnologia
Rural — UFCG, Patos-PB, onde uma exsicata foi depositada com o registro NNS 001.

4.2 Oleo essencial

Os limdes foram devidamente limpos e descascados, as cascas foram picadas em
cubos com facas de ago inoxidavel e acondicionadas em refrigeradores até o processo de

extracdo.

O 6leo essencial e a “dgua de cheiro” do limdo (Citrus limon L.) foram extraidos
através do processo de hidrodestilagdo, utilizando o aparato de laboratério Clevenger. O
material utilizado, cascas de limdo (= 400 g) foram colocados em baldo do aparato com 2 L de
agua destilada e em seguida aquecido através de manta aquecedora. A separagdo do 6leo
essencial e “agua de cheiro” acontecera devido a diferenca de densidade de ambos na coluna
graduada do Clevenger (Figura 1). O d6leo coletado foi desidratado através da substincia
sulfato de sédio anidro e mantido sob-refrigeragdo.

Os procedimentos de extragdo, e determinagdo de indice de refragio e densidade foram
realizados no Laboratério Multiusuario de Pesquisas Ambientais - LAPAM, do Centro de
Satde e Tecnologia Rural — UFCG, Campus de Patos — PB.
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A determinagdo da composi¢do quimica do O6leo foi realizada no Laboratorio
Multiusuario de Caracterizagdo e Analise — LMCA, do Nicleo de Caracterizagfio e Andlise da
Universidade Federal da Paraiba, Campus de Jodo Pessoa — PB.

Figura 2 — Aparelho Clevenger, Patos, Paraiba, 2012. Fonte: Préprio autor

4.3 Microrganismos

Foram utilizadas neste trabalho trés estirpes do género Streptococcus: Streptococcus
mutans (ATCC 25175), Streptococcus sanguis (ATCC 10557), Streptococcus sobrinus
(ATCC 27609) cedidas pelo Laboratério de Microbiologia do Departamento de Biologia
Molecular — Campus Jodo Pessoa — PB, Universidade Federal da Paraiba e duas cepas do
género Candida: Candida krusei (ATCC 6258) e Candida parapsilosis (ATCC 22019)
cedidas pelo Laboratério de Microbiologia do Hospital Veterinario do Centro de Satde e
Tecnologia Rural (CSTR), Campus Patos — PB, UFCG.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do Hospital Veterinario,
CSTR/UFCG.
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4.4 Anilises microbiologicas

4.4.1 Bactérias

4.4.1.1 Meio de cultura

Para o isolamento das bactérias, o meio de cultura preparado foi o Agar Edwards
(HIMEDIA) acrescido de 3% de sangue de carneiro desfibrinado em placa de Petri. Para a
inoculagdo, o meio de cultura preparado foi o Agar Mueller-Hilton (HIMEDIA) acrescido de

5% de sangue de carneiro desfibrinado em placa de Petri.

4.4.1.2 Preparo e padronizaciio das diferentes concentragdes

Os inbculos dos microrganismos teste utilizados, serdo obtidos utilizando-se o
seguinte procedimento: inicialmente, serdo preparadas suspensdes das cepas microbianas em
tubos de ensaio contendo 5 mL de solugéo salina (NaCl a 0,85% p/v) estéril. Em seguida, tais
suspensdes serdo agitadas durante 2 minutos com auxilio de aparelho Vortex. Apds agitago,
cada suspensdo tera sua turbidez comparada e ajustada a turbidez apresentada pela solugo de
sulfato de bério do tubo 0,5 da escala de McFarland, a qual corresponde a um inéculo de

aproximadamente 10° UFC/mL.

4.4.1.3. Difusdo em placas (screening)

Nesse ensaio observa-se a atividade antibacteriana da a¢dio do o6leo essencial na

concentragdo absoluta. Os microrganismos a serem estudados serio mantidos em Agar

nutriente (HIMEDIA) a temperatura de 37 °C. Em placas de Petri estéreis foram adicionados
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20 mL de Agar Muller-Hinton (HIMEDIA) + 5% de sangue de carneiro desfibrinado fundido
e resfriado a 45-50°C. Apés solidificagdo do Agar, foi inoculado 100 puL da suspensdo
bacteriana na concentragio de 10° UFC mL™’. Para cada microrganismo, um volume
correspondente a 20 pL do 6leo e 20 puL da 4gua de cheiro serd testado em cada disco
separadamente, sendo que em cada placa de Petri serdo utilizados cinco discos, um controle
negativo, um controle positivo com clorafenicol (30 pg), um disco com 5puL de Tween 80
estéril, um disco teste para a agua de cheiro e um disco teste para éleo essencial. Ap6s o
procedimento, para multiplicagdo das cepas, foram incubadas a 35 ° C por 24 horas. No final
do periodo de incubagdo, sera considerado como atividade antimicrobiana positiva quando
observado a formagéo de halo de inibi¢@o do crescimento microbiano com didmetro igual ou
superior a 10 mm (LIMA et al., 1993; SOUZA et al., 2005). As analises foram realizadas em

duplicata.

Apbés 24 horas realizou-se a medigdo dos halos de crescimento das bactérias, sempre
comparando com um controle da viabilidade das cepas bacterianas em Agar nutriente, sem

adigdo do dleo essencial.

4.4.2 Fungos

4.4.2.1 Meio de cultura

Os meios de cultura usados na manutengdo dos microrganismos foram: Agar e caldo
Sabouraud Dextrose (DIFCO) e nos ensaios microbiolégicos foram utilizados caldo RPMI
1640 (HIMEDIA) acrescido de 0,15% de Agar Agar (HIMEDIA).

4.4.2.2 Preparo e padroniza¢io das diferentes concentracdes

Para a preparagdo das suspensdes dos microrganismos (in6culo), as cepas de Candida

selecionadas, foram mantidas em ASD, durante 24-48 horas a 35°C. O in6culo foi preparado e
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padronizado em solugdo fisiolégica a 0,9 % esterilizada. A mesma foi comparada com uma
suspensdo de sulfato de bario do tubo n° 0,5 da Escala Mc Farland. Ap6s agitagdo com o

auxilio do aparelho Vortex (Fanem) durante 2 minutos, para conter cerca de 108UFC/mL.

4.4.2.3 Difusdo em placas (screening)

Nesse ensaio observa-se a atividade antifingica da agdio do Odleo essencial na
concentragdo absoluta. Em placas de Petri estéreis foram adicionados 20 mL de RPMI
1640(HIMEDIA) + Agar Agar 0,15% (HIMEDIA) fundido e resfriado a 45-50°C, de acordo
com a norma M27-A2 do CLSI, o meio RPMI 1640 ¢é indicado para testes de dilui¢gdo em
caldo para a determinag@io da sensibilidade da terapia antifiingica das leveduras, adaptado
nesta pesquisa adicionando Agar Agar para realizagdo da difusdo em placa. Apoés
solidificagdo do Agar, foi inoculado 100 pL da suspensdo fiingica na concentragdo de 10°
UFC mL"'. Em seguida, serdo utilizados discos de papel Watmann nimero 3, com 7 mm de
didmetro, que serdo colocados sobre o meio de cultura. Para cada microrganismo, um volume
correspondente a 5 uL, 10 pL e 20 pL do dleo, e 20 pL da 4gua de cheiro serd testado em
cada disco separadamente, sendo que em cada placa de Petri serdo utilizados seis discos, um
controle negativo, um controle positivo com Anfotericina B (5 pL), um disco teste para a
agua de cheiro e dois discos testes para dleo essencial. Os ensaios foram realizados em
duplicata incubados a 35°C durante 24 horas. No final do periodo de incubagdo, serd
considerado como atividade antifingica positiva quando observado a formagio de halo de
inibi¢do do crescimento microbiano com didmetro igual ou superior a 10 mm (LIMA et al.,
1993; SOUZA et al., 2005).

Apds 24 horas realizou-se a medigdo dos halos de crescimento das leveduras, sempre

comparando com um controle da viabilidade das cepas fungicas em Agar Sabouraud, sem

adigdo do dleo essencial.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anilise dos componentes do 6leo essencial

O oleo apresentou auséncia de colorag@o, densidade relativa de 0,8388 e indice de
refracdo de 1,467. A anilise através da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectro de Massa
identificou de 21 componentes. Entre os fitoconstituintes, o limoneno se apresentou como o
componente majoritario do 6leo essencial de C. limon com 63,22% do total de constituintes
presentes, seguido 1,4-ciclohexadieno,1-metil-4-(1-metiletil) - (13,20%) e 1,6-Octadieno-3-
ol,3,7-dimetil- (7,97%). Os fitoconstituintes e seus respectivos percentuais na composigdo do

oleo essencial estdo expostos na tabela 1.

Tampieri et al. (2005), em uma anélise da composigdo do 6leo essencial de C. limon
encontrou resultado semelhante, descrevendo cerca de 40 fitoconstituintes, sendo os mais

comuns o limoneno (62,9%), o B-pineno (11,2%) e o y-terpinene (8,94%).

A composi¢do quimica dos 6leos essenciais € determinada por fatores genéticos,
porém, outros fatores podem acarretar alteragdes significativas na produgdo dos metabdlitos
secundarios. De fato, os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as
plantas e o ambiente. Os estimulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra,
podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes compostos.
Dentre estes fatores, podem-se ressaltar as interagdes planta/ microrganismos, planta/ insetos
e planta/ planta; idade e estddio de desenvolvimento, fatores abidticos como luminosidade,
temperatura, pluviosidade, nutri¢do, época e horario de coleta, bem como técnicas de colheita
e pés — colheita. E valido ressaltar que estes fatores podem apresentar correlagdes entre si, ndo
atuando isoladamente, podendo exercer influéncia conjunta no metabolismo secundario
(MORALS, 2009).

Entre os compostos individuais com alta atividade repelente presentes nas misturas,
encontra-se o Limoneno. O Limoneno, terpendide monociclico, ¢ usado como inseticida para
o controle de ectoparasitas de animais, mas apresenta atividade contra insetos, icaros e

microrganismo (HOLLINGSWORTH, 2005). Por ser um produto natural é o principal

constituinte das fragdes terpendides dos éleos de liméo e de laranja e com baixa toxicidade ao
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homem, tem apelo comercial importante e tem sido apontado como uma alternativa aos
inseticidas sintéticos (ROSA, 2010).

Ja os flavonoides, encontrados principalmente nas cascas dos frutos citricos, se
apresentam como importantes agentes de defesa contra fungos e outros microrganismos (DEL
RIO et al., 2004; JOHANN, 2003; JOHANN et al., 2007).

Tabela 1. Composi¢do quimica (%) do 6leo essencial de C. limon Linneo. Patos, Paraiba, 2012.

Compasty -:lee]::l:jo;: Area fon.:ull':cio
Alpha-Thujene 5,758 50266 0,62
Alpha-Pineno 5,967 141649 1,87
Sabineno 7,085 23993 0,30
Beta-Pineno 7.213 99904 1,12
Mirceno 7,564 288142 348
Alpha-Terpinene 8,478 39585 0,35
Para-Cimeno 8,761 121844 1,04
Limoneno 8,984 10142187 63,22
1,4-ciclohexadieno, 1-metil-4-(1-metiletil) - 10,030 1317510 13,20
(+)-4-Careno 11,191 71844 0,73
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimetil- 11,607 830598 7.97
3-ciclo-hexen-1-ol, 4-metil-1-(1-metiletil) -, (R) - 14,978 54914 0,47
3-ciclo-hexeno-1-metanol,. alfa.,. alpha.4-trimetil- 15,554 117912 1,09
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimetil-, (Z) - 17,189 105611 0,96
Neral 17,791 33596 0,27
Acetato de linalil 18,389 128396 1,01
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimetil-, acetato, (Z) - 23,231 31541 0,30
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimetil-, acetato, (E) - 24,065 21448 0,22
Benzeno, 1,2-dimetoxi-4-(2-propenil) - 25,031 32804 0,28
Alpha-, Cis-Bergamoteno 26,343 68481 0,55

Beta-Bisaboleno 29,413 128975 0,96
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5.2 Analise da Difusiio em Placas (screening)

5.2.1 Bactérias

Observou-se que a “agua de cheiro” e 6leo essencial do limdo ndo apresentaram
atividade antibacteriana (Figura 3, 4 € 5). No meio de controle, isento de 6leo essencial do
produto teste, verificou-se crescimento das cepas, caracterizando sua viabilidade em Agar
Nutriente.

A cérie dentéria é uma doenga multifatorial, em que se verifica a interagdo de quatro
fatores principais: hospedeiro, dieta, tempo e a microbiota (LORSCHEIDER et al., 2004). A
formagdo do biofilme dental ocorre através da fixagdo de bactérias sobre as superficies
dentdrias. Assim, o biofilme, devido a sua caracteristica de continua agressdo, vai adquirindo
novas espécies em cada etapa do seu desenvolvimento. Dentre estes microrganismos podemos
citar: Streptococcus mitis, S. sangiiis, S. sobrinus, S. mutans e Lactobacillus casei (HIROSE,
1993; DUARTE et al., 1995; JORGE, 1995; COCHRAN, 1996).

O biofilme dentario é um depdsito bacteriano aderido a superficie do dente composta
por inlimeras espécies que interagem combinando-se em arranjos complexos (SILVA et al.,
2006). No biofilme, ndo € apenas a presenga de um tnico organismo que determina as suas
propriedades, mas uma interagdo entre todos os colonizadores que é importante. Assim, a
carie dentéria, é reconhecida como uma doenga que resulta ndo apenas da presenga de S.

mutans ou qualquer organismo tnico no biofilme dental (KURAMITSU et al., 2007).

No estudo realizado por Aratjo et al. (2009) observou-se a efetividade do extrato da
casca de Citrus limon Linneo. (limdo) que ndo apresentou atividade bacteriana, porém
apresentou atividade inibindo a aderéncia ao vidro das linhagens ensaiadas S. mutans, S. mitis,

S. sanguis, S. sobrinus e Lactobacillus casei numa concentragdo 1:2.

Com o resultado demonstrado por Araujo et al. (2009) em relagdo ao extrato da casca
do limdo, testamos o 6leo essencial por este apresentar diferentes compostos, mas o presente

estudo também identificou a auséncia de atividade antibacteriana. Porém estudos posteriores

poderdo identificar os compostos de antiaderéncia, que poderfio ser associados a outros
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farmacos ou produtos naturais, j4 que para ocorrer o processo da formagdo da carie a

necessidade da aderéncia de microrganismos formadores de biofilme.

Em relagéio a outros Oleos essenciais, os 6leos de guagatonga, lipia, citronela, canela,
cravo, poejo e horteld apresentaram atividade para o microrganismo S. mutans, sendo que os
6leos essenciais de citronela e cravo apresentaram halos de inibigdo maiores que o controle
nas concentragdes de 5,0 e 2,5 pg/LL (NOGUEIRA, 2007).

Segundo SILVA et al.,(2008) a eficacia do extrato de alecrim sobre as linhagens
ensaiadas, Streptococcus mitis ATCC 9811, Streptococcus sanguinis ATCC 10556,
Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus sobrinus ATCC 27609, foram sensiveis
ao extrato hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis, exceto Streptococcus mitis ATCC 9811.
Foram observados halos de inibigio de crescimento bacteriano que variaram de 11 mm a
18mm de didmetro, sendo considerado ativo o extrato que mostrou halos de inibigéo superior
a 12 mm. A inibi¢do do crescimento apresentou-se homogénea, de acordo com o grau de

concentragdo do extrato hidroalcodlico de alecrim.

Apesar da ineficacia sobre microrganismos do biofilme dentério o 6leo essencial do
limdo apresenta sobre outros microrganismos ser um eficiente antibacteriano. Estudos
demonstrados por Prabuseenivasan, Jayakumar e Ignacimuthu (2006) observaram a atividade
antibacteriana do dleo essencial de C. limon sobre bactérias como Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis e Kebsiella pneumoniae.

Os antimicrobianos naturais podem contribuir no controle do crescimento da
microbiota oral contornando transtornos propiciados por cepas resistentes aos antimicrobianos
convencionais. Entre as vantagens dos fitoterapicos que justificam seu uso podemos citar:
efeito sinérgico, devido aos vérios fitoconstituintes que atuam melhor em associagdo;
associagdo de mecanismos por compostos atuando em moléculas alvos diferentes,
proporcionando ag¢des diversificadas em todo o organismo; baixos riscos de efeitos colaterais,

devido as baixas concentragdes em que os principios ativos se apresentam nas plantas, sem

considerar correlagdes dose-tempo; menores custos de pesquisa, quando se compara ao
desenvolvimento de um novo farmaco (YUNES et al., 2001).
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Figura 3 — Amostra da cepa S. mutans, semeada por espalhamento e colocados os discos para
averiguagdo da atividade antibacteriana. V — Disco virgem, CLO — Disco de clorafenicol (halo de 20
mm), T — Disco com 5 pL de Tween 80, AC — Disco com 20 pL de “dgua de cheiro” e OE — Disco
com 20 pL de 6leo essencial, Patos, Paraiba, 2012. Fonte: Proprio autor

Figura 4 — Amostra da cepa S. sobrinus, semeada por espalhamento e colocados os discos para
averiguaglio da atividade antibacteriana. V — Disco virgem, CLO — Disco de clorafenicol (halo de 18
mm), T — Disco com 5 pL de Tween 80, AC — Disco com 20 pL de “4gua de cheiro” e OE — Disco
com 20 pL de 6leo essencial, Patos, Paraiba, 2012. Fonte: Préprio autor
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Figura 5 — Amostra da cepa S. sanguis, semeada por espalhamento e colocados os discos para
averiguagdo da atividade antibacteriana. V — Disco virgem, CLO — Disco de clorafenicol (halo de 20
mm), T — Disco com 5 pL. de Tween 80, AC — Disco com 20 pL de “4gua de cheiro” e OE — Disco
com 20 pL de 6leo essencial, Patos, Paraiba, 2012. Fonte: Proprio autor.

5.2.2 Fungos

Observou-se que a “dgua de cheiro” ndo apresentou atividade antifingica, mas dleo
essencial do limdo frente a ambas as cepas e na quantidade de 20 pL apresentou atividade
antifingica, com halo superior a 10 mm (Figura 6 e 7). No meio de controle, isento de dleo
essencial do produto teste, verificou-se crescimento das cepas, caracterizando sua viabilidade

em Agar Sabouraud.

A andlise da susceptibilidade antifiingica tem sido utilizada em varios estudos que
visam obter novos produtos com atividade antifiingica, no controle da terapéutica antifiingica,
na caracterizagio de amostras flngicas e também se tornou muito importante para
aplicabilidade clinica visto que pode ajudar na escolha correta do farmaco a ser utilizado no
tratamento anti-infeccioso (HOFFMAN; PFALLER, 2001; SILVA et al., 1998).

O o6leo essencial de R. officinalis mostrou-se ativo somente sobre 04 cepas ensaidas,

sendo observado halos de inibigdo com didmetro de no maximo 12mm (C. krusei FCF-281, C.

parapsilosis MD-6). O o6leo essencial de E. citriodora a 8% mostrou-se ativo na inibi¢do de
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quatro cepas ensaiadas com formagdo de halos de inibigdo com didmetro de até 24 mm (C.
guilliermondii LM-6T). O dleo essencial de C. limon a 4% inibiu 05 das cepas ensaiadas (C.
guilliermondii LM-6T, C. krusei FCF-281, C. parapsilosis ME-2, C. parapsilosis MD-6, C.
stellatoidea L. M-41V), sendo desenvolvidos halos de inibigdo de crescimento com didmetro
igual ou proximo a 10mm (LIMA, 2006). Resultados similares foram registrados por Belém
(2002) em avaliagdo da efetividade de tal produto na inibigdo do crescimento de M. furfur.

Souza et al. (2005) encontraram que o 6leo essencial de C. limon apresentou atividade
inibitoria sobre alguns tipos de fungos filamentosos, como A. flavus, Rizophus spp. € A.

niger, com halos de inibi¢do de 13, 12 e 10mm, respectivamente.

Considerando a resisténcia das leveduras pertencentes ao género Candida frente aos
antifingicos atualmente utilizados, pode-se inferir que a pesquisa de busca de novos
compostos antifiingicos de origem vegetal mostra-se de relevante significincia. E possivel
observar o potencial antibidtico que os produtos vegetais possuem, e por consequéncia, a real
possibilidade de aplicagdo destes produtos na prevengéo e tratamento de doengas infecciosas
de origem flngica. Porém, € necessério citar a necessidade de realizagdo de estudos de cunho

toxicologico e clinico como suporte de seguranga para o uso destes produtos como farmacos

(LIMA, 2006).
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Figura 6 — Amostra da cepa C. Krusei, semeada por espalhamento e colocados os discos para
averiguagio da atividade antibacteriana. V — Disco virgem, A — Disco com 5 uL de Anfotericina B
(halo de 11 mm), AC — Disco com 20 pL de “4gua de cheiro”, OES — Disco com 5 pL de éleo
essencial, OE10 — Disco com 10 pL de 6leo essencial e OE20 — Disco com 20 pL de 6leo essencial
(halo de 11 mm), Patos, Paraiba, 2012. Fonte: Préprio autor

Figura 7 — Amostra da cepa C. parapsilosis, semeada por espalhamento e colocados os discos para
averiguacdo da atividade antibacteriana. V — Disco virgem, A — Disco com 5 pL de Anfotericina
B(halo de 12 mm), AC — Disco com 20 pL. de “4gua de cheiro”, OE5 — Disco com 5 pL de 6leo
essencial, OE10 - Disco com 10 pL de 6leo essencial (halo de 9 mm) e OE20 — Disco com 20 pL de
6leo essencial (halo de 11 mm), Patos, Paraiba, 2012. Fonte: Pr6prio autor.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados expostos, pode-se concluir que o 6leo essencial do C. Limon:

Apresentou uma boa variedade de compostos, sendo o limoneno o composto em maior
quantidade;

O dleo essencial ndo apresentou atividade antibacteriana frente as cepas de
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis e Streptococcus sobrinus, muito embora,
estudos que relacionem a coagregagdo desses microrganismos para formagdo do
biofilme ndo foi abordada nesse estudo, assim sua atuacio frente a esses
microrganismos ndo pode ser descartada, pois a sua atuagdo na formagfo de biofilme
se torna mais importante que sua agdo bactericida;

O dleo essencial apresentou atividade antifingica em potencial frente as cepas de
Candida krusei e Candida parapsilosis. Desta forma, sugere-se que esse 6leo pode ser
um meio alternativo e economicamente vidvel para o controle de candidoses. Tornam-
se necessarios estudos que intensifiquem o conhecimento sobre o éleo essencial do
Citrus limon para entendermos o mecanismo de agdo sobre esses fungos, bem como,

realizar pesquisas de biocompatibilidade e assim, disponibilizar este 6leo para o uso

terapéutico em humanos.
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