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RESUMO

Objetivo: avaliar a atividade antifingica de Schinus terebinthi-
folius (aroeira) frente a Candida albicans (ATCC289065), C. tropi-
calis (ATCC40147) e C. krusei (ATCC40042). Material e Método:
o ensaio de atividade antifingica foi realizado pela técnica de
difusao em meio sélido. Em meio de cultura Agar Sabouraud
Dextrose (HIMEDIA®, Sao Paulo, Brasil) foram semeadas as li-
nhagens fingicas utilizando-se swabs. Em seguida, foram inse-
ridos sobre a superficie do meio, discos absorventes estéreis pre-
viamente imersos em 50uL da tintura de Aroeira (10%). Como
controle positivo, foram utilizados discos imersos em 50uL de
Nistatina (1:100.000UI). As placas foram conduzidas a estufa, a
37° C, por 48 horas. O estudo foi feito em triplicata e analisado
estatisticamente através do teste Mann Whitney. Resultados: a
aroeira foi responsavel pela formagao de halos de inibigao de

crescimento das trés cepas em estudo e nao houve diferenga es-
tatisticamente significante entre o produto e o controle. Sobre
C. albicans encontraram-se os maiores halos de inibi¢cao de 16
mm para aroeira e 18 mm para o controle (p=0,1642). Frente a
C. tropicalis, os maiores halos foram de 16 mm para aroeira e
18 mm para o controle (p=0,8248). Sobre C. krusei, verificaram-
se halos de 14 mm para o produto e controle (p=0,6193). Con-
clusao: aroeira apresentou atividade antiftingica equivalente ao
controle frente as cepas de Candida avaliadas. Destarte, sugere-
se a realizacao de outros estudos microbioldgicos, toxicoldgicos
e clinicos para verificar a viabilidade de uso na odontologia.

PALAVRAS-CHAVE: Anacardiaceae, candida albicans, candi-
da tropicalis, produtos naturais.

INTRODUCAO

Candida albicans e, em menor propor¢ao, outras espécies de
Candida, sao comumente encontradas na cavidade bucal nao
apenas de adultos, mas também de criancas. Estdo presentes
nos dentes, lingua, bochechas e mucosa palatina e também em
materiais restauradores e préteses dentarias’.

Espécies de Candida podem viver como microrganismos co-
mensais em individuos saudaveis, mas sao capazes de causar
infecgao, se houver condigdes predisponentes relacionadas ao
hospedeiro. A capacidade infecciosa desta levedura depende
também da producao de fatores de viruléncia, tais como tubos
germinativos, proteases e fosfolipases”.

Na cavidade oral, espécies de Candida residem, tipicamen-
te, em biofilmes mistos, com interacdes fungico-bacterianas
ditando as propriedades gerais e sobrevivéncias das espécies.
A formagao do biofilme &, pois, um mecanismo de sobre-
vivéncia para garantir a permanéncia dos microrga-
nismos na cavidade bucal'®.

Embora C. albicans seja ainda a principal causa da candidose,
outras espécies — tais como C. glabrata, C. dubliniensis, C. parap-
silosis, C. krusei e c. tropicalis — estdo se tornando cada vez mais
prevalentes. Tal fato pode estar relacionado ao uso (profilatico)
de antimicoticos!.

No cendrio atual, a resisténcia de fungos patogénicos a mul-
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tiplas drogas e o pequeno numero de classes de antifingicos
disponiveis direcionam as pesquisas para a descoberta de novos
agentes antifungicos a partir de outras fontes*’.

O arsenal terapéutico de antifingicos, de uso sistémico e to-
pico, ainda é restrito, e é clara a necessidade de novos agentes
mais eficazes e menos toxicos®, pois muitas dessas drogas anti-
fangicas sintéticas disponiveis pertencem ao mesmo grupo de
agao farmacoldgica e possuem o mesmo mecanismo de agao;
contudo, os fungos respondem de forma significativamente di-
ferente quanto a susceptibilidade a elas®.

Nesse sentido, as plantas medicinais tém sido o recurso
tradicional mais importante do homem para tratar infec¢des
microbianas, e constituem uma importante fonte na busca de
novos farmacos com atividades terapéuticas, em especial pela
crescente resisténcia dos microrganismos aos farmacos atu-
ais, e a aparicdo de novas espécies patogenas, de origem viral
ou fungica, sendo esta ultima principalmente em pacientes
imunocomprometidos’.

Dentre inimeras espécies de plantas com propriedades me-
dicinais®’, especialmente atividade antimicrobiana, a literatu-
ra cita Schinus terebinthifolius — popularmente conhecida como
Aroeira'®?.

A aroeira pertence a familia Anacardiaceae e possui outros
nomes comuns como: aroeira-vermelha, aroeira-mansa, aroeira-
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branca, aroeira-da-praia, aroeira-do-sertao, aroeira-do-parana,
araguaraiba, corneiba, fruto-de-sabid e drvore-da-pimenta’®.

Schinus terebinthiffolius é uma espécie nativa da América
Central e do Sul e pode também ser encontrada em regides se-
mitropicais e tropicais dos Estados Unidos e Africa®. Possui
ac¢ao antimicrobiana, antiinflamatoria e antiulcerogénica, sendo
utilizada como antisséptico e no tratamento de estomatites. As
folhas da planta sio comumente utilizadas em diferentes pai-
ses no tratamento de doengas venéreas, inflamagao do ttero, in-
feccdes do aparelho urindrio, feridas de pele, diarréias e tlcera
gastroduodenal®.

Nessa perspectiva, esse estudo se propds a avaliar, in vitro, a
atividade antifungica da tintura da casca de Schinus terebinthifo-
lius (Aroeira) na inibi¢ao do crescimento de Candida albicans, C.
tropicalis e C. krusei, espécies envolvidas na etiologia da candi-
dose oral.

MATERIAL E METODO

Produto avaliado

A tintura da casca de S. terebinthifolius (100 mg.mL") foi ad-
quirida em farméacia de manipulagao, sendo um produto comer-
cializado na cidade Joao Pessoa, Paraiba, Brasil. A tintura atende
a todas as especificagOes exigidas concernentes ao seu controle
de qualidade conforme analises realizadas pelo fornecedor.

Microrganismos utilizados

Foram utilizadas cepas de C. albicans (ATCC 289065), C. tro-
picalis (ATCC 40147) e C. krusei (ATCC 40042) obtidas no Labo-
ratorio de Microrganismos de Referéncia da Fundacao Oswaldo
Cruz. Suspensdes das cepas testes foram preparadas em solu-
¢ao salina estéril e padronizadas de acordo com a escala Ne-
felométrica de McFarland, correspondendo a concentragao de
aproximadamente 10° Unidades Formadoras de Col6nia por mL
- (UFC.mL").

Determinagdo da Atividade Antifiingica in vitro

O ensaio de atividade antifingica foi realizado através da
técnica de difusdo em meio solido. Adicionou-se 20 mL do meio
de cultura Agar Sabouraud Dextrose (HIMEDIA®, Sao Paulo,
Brasil) - (ASD) em cada placa de Petri descartavel. Sobre o ASD
foram semeadas as linhagens fungicas (indculos preparados em
solugao salina), utilizando-se swabs alginatados.

Em seguida, foram inseridos sobre superficie do ASD discos
absorventes estéreis previamente imersos em 50uL da tintura
da casca de Aroeira (100 mg.mL"). Como controle positivo fo-
ram utilizados discos imersos em 50uL de Nistatina (Suspensao
Oral, 100.000 UL mL™).

As placas foram entdo conduzidas a estufa bacteriologica, a
372 C, por 48 horas. A leitura para determinagao da atividade
antifingica foi feita através da mensuragao dos halos de inibi-
¢ao do crescimento fingico, por meio de paquimetro manual.

O estudo foi feito em triplicata e analisado estatisticamente
através do teste nao-paramétrico Mann Whitney, utilizando o
programa estatistico GraphPad Prism 5.0.

O presente estudo trata-se de uma pesquisa in vitro, sem utili-
zagdo de material bioldgico de origem humana. Portanto, assim
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como determina a Resolugao 196/96 do Conselho Nacional de
Sauide, ndo existe necessidade de aprovagao prévia do projeto
no comité de ética em pesquisa envolvendo seres humanos.

RESULTADOS

Verificou-se que todas as linhagens fungicas avaliadas mos-
traram-se susceptiveis a agao da tintura da casca da Aroeira.

A tabela 1 apresenta as médias dos diametros das zonas de
inibi¢ao do crescimento fungico (em mm) promovidas pela Aro-
eira e pelo controle, nao havendo diferenca estatisticamente sig-
nificante entre ambos frente as trés espécies de Candida (Nivel de
significancia de 5%).

Tabela 1. Didmetros das zonas de inibi¢do de crescimento de Candida albicans, C.
tropicalis e C. krusei (em mm) promovidos pela tintura de Schinus terebinthifolius
(Aroeira) e Nistatina. Estudo realizado em triplicata.

Tintura de Nistatina Valor de p
Microrganismos Aroeira (100.000UL.mL") —  (Mann Whitney
(100 mg.mL") Controle Positivo ~ test)
Candida albicans 25,32 33,32 0,1642
Candida tropicalis 25,32 29,32 0,8210
Candida krusei 26,66 25,32 0,6193

Observaram-se valores mais expressivos do produto frente a
Candida krusei, com diametro da zona de inibi¢ao de 26,66 mm,
ao passo que o controle apresentou halo de 25,32 mm frente ao
mesmo microrganismo (Tabela 1).

As figuras 1, 2 e 3 mostram placas representativas com os
halos de inibi¢do do crescimento de C. albicans, C. tropicalis e C.
krusei, respectivamente.
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Figura 1. Halos de Inibi¢ao do crescimento de C. albicans promovidos pela tintura
de Aroeira (1) e Controle Positivo (2).

42



Atividade antifiingica de Schinus terebinthifolius (Aroeira) sobre cepas do género Candida

Pesquisa

Figura 2. Halos de Inibi¢ao do crescimento de C. tropicalis promovidos pela tintura
de Aroeira (1) e Controle Positivo (2).

Figura 3. Halos de Inibigao do crescimento de C. krusei promovidos pela tintura de
Aroeira (1) e Controle Positivo (2).

DISCUSSAO

A candidose oral é uma das condicdes patoldgicas mais co-
muns que afetam a mucosa oral*. Diante disso, o estudo de
microrganismos que podem estar relacionados a esta condigao,
como C. albicans, C. tropicalis e C. krusei' se faz cada vez mais
necessario.

Guerra et al.’? (2000), avaliaram a atividade antimicrobiana
de diferentes concentra¢des de um extrato etandlico de folhas
de Schinus terebinthifolius Raddi frente a C.albicans. Nas concen-
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tragdes de 80, 60, 40, 30 e 15%, obtiveram, respectivamente, os
seguintes diametros de halos de inibigao de crescimento fungico
(em mm): 25,3; 23,3; 22,3; 21,4 e 19,2.

Em nosso estudo, avaliamos a acao da tintura da casca de
Schinus terebinthifolius, a 10%, frente a C albicans, obtendo média
dos diametros dos halos de inibi¢ao de 25,32 mm promovidos
pela Aroeira em relagao a 33,32 mm referentes ao controle.

Alves et al.**(2009), encontraram atividade antiftingica in vi-
tro do extrato hidroalcodlico da aroeira frente a C. albicans, com
concentragao inibitéria minima (CIM) de 1:8 e frente a C. tropica-
lis e C. krusei, com CIM de 1:16.

Os resultados do presente estudo mostram que a aroeira pro-
moveu inibi¢do no crescimento da levedura de Candida tropicalis
em zonas com diametro de 25,32 mm. Ao passo que, frente a C.
krusei, os resultados foram ainda mais expressivos, com halos de
26,66 mm de diametro.

Esses achados apresentam importancia insofismavel, pois as
espécies de Candida avaliadas neste estudo tém sido detectadas
como patogénicas nos casos de candidose oral, principalmente
em pacientes imunocomprometidos**.

Além do potencial antifingico, a aroeira tem apresentado
outras atividades bioldgicas, mediante inibigao da aderéncia e
crescimento de bactérias formadoras do biofilme dentario, como
Streptoccus mutans'*. Alves et al.*?(2009) confirmaram, in vitro,
as atividades bacteriostatica e bactericida da aroeira frente a
Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis e
Lactobacillus casei.

Estudo identificou atividade antibacteriana (frente Pseudomo-
nas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli), antifungi-
ca (frente a Candida albicans, Aspergillus niger e Aspergillus flavus)
e atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas de Aroeira
em diferentes concentragdes'.

Em relacao a analises fitoquimicas, que objetivam identificar
os principios bioativos das plantas, ja foram isolados diversos
compostos do género Schinus sp, e em especial da espécie Schi-
nus terebinthifolius, como triterpenos*®, flavondides, esterdides,
taninos* e um inibidor da secregao de fosfolipase A2%*. Além
disso, extratos de S. terebinthifolius apresentaram atividade an-
tirradicalar em ensaios de peroxidagao lipidica e de captura de
radical organico DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)*.

Ceruks et al.?® (2007) realizaram o fracionamento cromatogra-
fico do extrato em etanol das folhas de S. terebenthifolius, guiado
pelo ensaio para deteccao do potencial antirradicalar, resultan-
do no isolamento de cinco compostos fenolicos ativos.

Estudos in vitro, principalmente avaliando atividade antimi-
crobiana, apresentam-se como preliminares numa sequéncia
desde ensaios microbiolégicos até a fase clinica.

A técnica de difusao em agar utilizada neste estudo trata-se
de um ensaio inicial e tem a vantagem de gerar informacoes
prévias sobre a acao de determinado produto, fornecendo, prin-
cipalmente, dados qualitativos. No entanto, devido a natureza
quimica (lipofilica ou hidrofilica) dos produtos naturais, nem
sempre ocorre a difusdo uniforme destas substancias através do
meio contendo dgar®.

Os resultados desta pesquisa propiciam a continuidade dos
estudos sobre S. terebinthifolius, levando-se em consideragao
suas potenciais atividades terapéuticas na Odontologia e a bus-
ca por novos compostos bioativos.
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Sugere-se, pois, a realizagao de outros ensaios microbiologi-
cos pré-clinicos, como cinética de morte microbiana, e toxico-
logicos, e a avaliagao da eficacia clinica do produto em inibir o
crescimento flingico e bacteriano.

CONCLUSAO

Nas condicdes desse estudo, a aroeira apresentou atividade
antifingica equivalente ao controle frente as cepas do género
Candida avaliadas;

A cepa de Candida krusei apresentou-se mais susceptivel a
acao da tintura do que as demais;

Esses resultados mostram a importancia das indicagoes te-
rapéuticas do produto avaliado na clinica odontoldgica, como
método alternativo e de baixo custo na prevengao e tratamento
da candidose oral. Previamente, é imperativa a realizacao de
outros estudos microbioldgicos e clinicos para verificar a viabi-
lidade de seu uso na odontologia.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the antifungal activity of Schinus ter-
ebinthifolius (aroeira) on Candida albicans (ATCC289065), C. tropi-
calis (ATCC40147) and C. krusei (ATCC40042). Materials and
Methods: The antifungal activity test was performed through
the diffusion technique on solid medium. In culture medium
Sabouraud Dextrose Agar (HIMEDIA®,Sao Paulo,Brazil) were
seeded the fungal strains by using swabs. Then, sterilized absor-
bent discs previously immersed in 50uL of Aroeira (10%) were
inserted on the agar surface. As positive control, the disks were
immersed in 50uL of Nystatin (1:100,000IU). Then, plates were
conducted to an incubator at 37°C for 48 hours. The study was
done in triplicate and statistically analyzed by Mann Whitney
test. Results: Aroeira was responsible for the formation of ha-

los of growth inhibition of the three strains under study and no
statistically significant difference has been found between the
product and the control. In relation to C. albicans, were found the
largest inhibition zones of 16mm for aroeira and 18mm for the
control (p=0.1642). Against C. tropicalis, the largest halos were
of 16mm for aroeira and 18mm for the control (p=0.8248). On
C. krusei, were verified halos of 14mm for both the product and
control (p=0.6193). Conclusion: Aroeira has showed antifungal
activity equivalent to the control on the Candida strains evalu-
ated. Thus, it is suggested to carry out further microbiological,
toxicological and clinical studies to verify the feasibility of its
use in dentistry.

KEYWORDS: Anacardiaceae, candida albicans, candida tropi-
calis, natural products.
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