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Resumo- O 6leo essencial do cravo-da-india (Syzygium aromaticum) é constituido principalmente pelo
eugenol, e apresenta diversas atividades biol6gicas, tais como: antimicrobiana; antioxidante; anestésica e
antiflingica sobre cepas de Candida sp. e Aspergillus sp. Espécies de Paracoccidioides sdo agentes
etiolégicos da paracoccidioidomicose (PCM), doenca endémica da América Latina e uma das principais
micoses profundas prevalentes no Brasil. O presente trabalho avaliou a atividade antifingica do d4leo
essencial do cravo-da-india e do eugenol comercial sobre as diferentes espécies de Paracoccidioides (P.
brasiliensis e P. lutzii), pelo método de difusdo em disco. Os resultados demostraram o potencial antifingico
do ¢6leo essencial do cravo-da-india e do eugenol comercial sobre os dois isolados estudados, servindo de

guia para a realizacao de futuros ensaios no &mbito farmacoldgico e toxicologico.
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Introducéo

A paracoccidioidomicose € uma doenca
endémica da América Latina e uma das principais
micoses profundas prevalentes no Brasil,
Colémbia e Venezuela (SAN-BLAS et al., 2002).
Foi descrita pela primeira vez em 1908, por Adolf
Lutz. O Brasil é considerado um centro endémico
dessa doenca, com maior prevaléncia nas regides
Sul, Sudeste e Centro-Oeste (MALUF et al., 2003).
Seu agente etiolégico € o Paracoccidioides sp.,
pertencente a familia Moniliaceae, € considerado
um fungo termo-dimorfico encontrado sob a forma
de micélio na natureza e levedura no hospedeiro
humano.

A infeccdo ocorre quando os conidios ou
propagulos do fungo sao inalados pelo homem,
sendo os pulmdes os focos primarios da infeccéo.
Essas particulas, apés se transformarem em
leveduras, podem disseminar-se para Varios
O6rgdos e sistemas (BESINELLI et al., 2002). A
paracoccidioidomicose acomete mais
frequentemente adultos, trabalhadores rurais, do
sexo masculino, e muitas vezes resultam em
sequelas irreversiveis que incapacitam o individuo
para o trabalho. Sem a intervencdo terapéutica
especifica o paciente evolui para 6bito (MALUF et
al., 2003).

Em relacdo ao tratamento dessa doenca as
drogas mais utilizadas sdo: anfotericina B, do
grupo de antibidticos poliénicos; sulfadiazina e
outros compostos sulfanilamidicos; e o grupo de

drogas azllicas com atuacdo  sistémica
(PALMEIRO et al., 2005). Devido a ocorréncia de
fatores indesejaveis como os efeitos colaterais e a
resisténcia aos antifingicos convencionais, novos
agentes sdo propostos na tentativa de minimizar
tais ocorréncias.

O O6leo essencial do cravo-da-india é
constituido principalmente pelo eugenol (70 a
85%) e outros componentes como acetato de
eugenol e B- cariofileno, que juntos com o eugenol
somam 99% do dleo (SILVA et al, 2011). O
eugenol é um derivado fendlico,
farmacologicamente muito ativo, que apresenta
baixa solubilidade em agua e é altamente solGvel
em cloroférmio, gorduras, alcool etilico e éter. Sua
alta lipossolubilidade possibilita uma facil absorcéo
através das membranas lipidicas e rapido acesso
ao local de agéo. Os efeitos biolégicos do eugenol
dependem de sua concentracdo e do tempo de
exposicao ao tecido (ESCOBAR et al., 2002).

Neste sentido, considerando a ampla atividade
biolégica apresentada pelo 6leo essencial do
cravo-da-india e pelo eugenol comercial, tais
como: antimicrobiana e antioxidante (SILVESTRI
et al.,, 2010); anestésica (SEOL et al., 2007); e
antifingica sobre cepas de Candida e Aspergillus
(PINTO et al.,, 2009), o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a acdo antifingica “in vitro”
do 6leo essencial do cravo-da-india e do eugenol
comercial sobre dois isolados de Paracoccidioides
sp., a saber: Pb0l1 (P. lutzii) e Pbl8 (P.
brasiliensis).
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Metodologia

A pesquisa experimental foi realizada no
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da
Universidade do Vale do Paraiba, no Laborat6rio
de Biologia Celular e Molecular de Fungos.

A obtencdo do Oleo essencial foi realizada a
partir de 50gr de cravo-da-india, os quais foram
processados pelo método de hidrodestilacdo
(SIMOES et al., 2003). O eugenol utilizado foi
obtido comercialmente (Biodinamica).

Foram utilizados dois isolados de
Paracoccidioides sp., sendo eles: P. brasiliensis
(Pb18) e P. lutzii (Pb0l1l), os quais foram
gentilmente fornecidos pela Dr* Rosana Puccia,
Unifesp, S&o Paulo, Brasil. As células fangicas
foram crescidas, por quatro dias a 36°C, em meio
contendo 1% de extrato de levedura, 2% de
dextrose e 2% de peptona de caseina (YPD). As
células foram lavadas duas vezes em tampéo
fosfato-salino (PBS), e a viabilidade celular foi
determinada por contagem das células, coradas
com azul de metileno, em camara de Neubauer. A
concentragcao ceIuIar da suspensdo fangica foi
ajustada para 1x10° células por mililitro, em
mesmo tampao.

Os ensaios para determinacdo da atividade
antifingica foram realizados pelo método de
difusdo em disco, teste aceito pelo FDA (Food and
Drug Administration) e estabelecido como padrdo
pelo NCCLS (National Committe for Clinical
Laboratory Standards) (OSTROSKY et al., 2008).

Placas de Petri estéreis contendo 20mL de
agar YPD, previamente testadas para verificagdo
de esterilidade a 37°C por 48 horas, foram
inoculadas, por espalhamento, com 1mL da
suspensao flingica. Em seguida, discos de papel
filtro estéreis de 6mm foram repousados a
superficie do meio contendo as células e a eles
foram adicionados 10yuL das diferentes
concentracbes do 6leo essencial e do eugenol
comercial, diluidos em 0,08% de Tween 20. As
placas foram incubadas a 36°C por 5 dias.

Paralelamente, foi realizado o controle da
viabilidade dos isolados perante o diluente
utilizado (0,08% de Tween 20), e teste de
sensibilidade dos isolados frente a acdo de 100ug
do antifiingico anfotericina B.

Os resultados foram avaliados a partir da
mensuracdo dos didmetros dos halos de inibi¢céo
de crescimento fungico em milimetros. Os ensaios
foram realizados em triplicata, sendo considerada
a média aritmética dos valores obtidos.

Resultados

As Tabelas 1 e 2 mostram os resultados dos
ensaios realizados para a determinacdo da
atividade antifingica dos produtos avaliados.
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Tabela 1 — Halos de inibicho do crescimento
fungico formados utilizando 10uL do Oleo
essencial do cravo-da-india em diferentes
concentracdes sobre 0s isolados de

Paracoccidioides sp.

Halo de Inibic&o (mm)

m
2 £
e] (8]
8 5
2 Percentual de cravo-da india %
©05% 075% 10% 125% 15% 25% %
PbO1L 9,3 10,0 11,0 11,3 13,0 146 22,3
+0,5 +0,0 +0,5 +0,5 +17 +£10 15
Pbi18 11,6 12,6 14,3 14,6 16,3 18,3 23,0

+0,5 +11 +£11 05 +25 +20 10

Tabela 2 - Halos de inibicAo do crescimento
fungico formados utilizando 10uL do eugenol
comercial em diferentes concentracbes sobre os
isolados de Paracoccidioides sp.

Halo de Inibigcdo (mm)

m
2 g
k) 2
é Percentual de eugenol comercial %
© 05% 075% 10% 125% 15% 25% %
ppo; 106 113 120 143 156 170 223
+05 +05 +1,7 32 +30 +£36 +15
ppig 136 140 163 190 200 210 230

+23 £26 05 +2,3 +1,0 *1,0 #10

Observa-se que, tanto o 6leo essencial do
cravo-da-india quanto o eugenol comercial,
apresentaram efetividade de inibicdo a partir da
concentracdo de 0,5%, caracterizada pela
formacdo de halos de inibicdo do crescimento
microbiano igual ou superior a 9mm.

A comparacao entre os dados das tabelas 1 e 2
e na figura 1 mostra que os halos formados no
experimento  utilizando o eugenol obtido
comercialmente apresentaram um didmetro maior
se comparado com os halos formados pelo 6leo
essencial do cravo-da-india.

A figura 2 mostra a sensibilidade dos isolados
ensaiados frente & acé@o do antifingico anfotericina
B (100pg).

De acordo com o grafico apresentado na Figura
3 nota-se que o isolado de Pb18 apresentou maior
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sensibilidade frente ao eugenol comercial e ao
Oleo essencial se comparado ao Pb01.

Figura 1 — Atividade antifingica de diferentes
concentragbes de eugenol comercial sobre os
isolados de Paracoccidioides sp

Teste de difuséo em disco de diferentes concentraces de
eugenol comercial (1- 2,5%; 2- 1,5%; 3- 1,25%; 4- 1,0%; 5-
0,75%; 6- 0,5%) sobre os isolados Pb18 (A) e Pb01 (B). O
controle negativo, 0,8% de Tween 20, pode ser observado em
7.

Figura 2 — Atividade antifiingica da anfotericina B
sobre os isolados de Paracoccidioides sp.

Teste de difus—éo de disco com 100ug do antifingico
anfotericina B, sobre os isolados Pb18 (A) e Pb01 (B).

Figura 3 — Formacé&o dos halos de inibi¢cdo do 6leo
essencial do cravo-da-india e o eugenol comercial
frente aos isolados testados.

Halos de Inibicao (mm)
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Discusséo

A medicina popular por muito tempo vem
dando énfase a extratos e O6leos essenciais,
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demostrando um recurso promissor para a
descoberta de novos agentes antifingicos como
menores efeitos colaterais. Véarios estudos
apontam excelentes propriedades terapéuticas
dos 6leos essenciais, porém a diversidade das
metodologias utilizadas torna a comparacdo do
presente estudo problemética.

Devido a algumas propriedades dos Oleos
essenciais, como: volatilidade, viscosidade e
insolubilidade em A&gua, tornou-se comum a
utiizacdo de  solventes, detergentes ou
emulsificadores para facilitar a dispersao do 6leo
do meio de cultura. Sendo assim, optou-se por
uma metodologia utilizando difusdo em discos com
auxilio de um agente emulsificador (Tween 20).

No presente estudo, os produtos naturais
avaliados apresentaram atividade antifungica
contra os isolados de Paracoccidioides sp.

Destaca-se a atividade do eugenol comercial e
do oleo essencial do cravo-da-india sobre o
isolado de Paracoccidioides brasiliensis com a
formacédo de halos de inibicdo de 21,0 e 18,3mm
respectivamente. Os resultados concordam com
avaliacéo feita por Menezes et al. (2009) referente
a avaliacdo da atividade antifingica do extrato do
Syzygium aromaticum em Candida albicans que
apresentou formacdo de halos de inibicdo de
18mm sendo sua concentracdo inibitéria minima
(CIM) de 62,5mg.mL-". O 6leo essencial do cravo-
da-india segundo Costa et al. (2011) apresentou
poder fungicida na concentracéo de 0,15% sobre o
crescimento de Rhizoctonia solani, Fusarium
solani e Fusarium oxysporum. De acordo com
Faria et al. (2006), o eugenol na concentracdo de
0,31mg/disco mostrou-se eficaz contra Penicillium
chrysogenum.

Na concentracdo de 62,5ug mL™* o 6leo
essencial das folhas de Eugenia uniflora inibiu o
crescimento da forma leveduriforme do
Paracoccidioides  brasiliensis  completamente
(COSTA et al., 2010).

Varios trabalhos demonstram a eficacia
antifingica do Syzygium aromaticum (cravo-da-
india), porém existe uma lacuna na literatura em
relacdo ao mesmo frente ao Paracoccidioides sp.,
0 que dificulta a comparacéo com outros estudos.

A atividade antifingica do eugenol pode ocorrer
de trés formas: pela interferéncia na dupla camada
fosfolipidica da parede celular; por alteragdo de
uma variedade de sistemas enziméaticos, incluindo
inativacdo ou destruicdo do material genético; e
pelo aumento da permeabilidade e perda dos
constituintes celulares (PEREIRA et al.,, 2007).
Pesquisadores realizaram um estudo "in vitro"
para investigar os efeitos do eugenol na formagéo
do biofilme na cavidade bucal, e concluiram que o
mesmo apresenta potente atividade contra
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Candida albicans com baixa citotoxicidade (HE et
al., 2007).

De acordo com os resultados encontrados
nesse trabalho, deve-se reconhecer que os 6leos
essenciais e seus constituintes sdo considerados
fontes promissoras para elaboracdo de novos
farmacos contra a PCM. Considerando a
necessidade de ampliacdo de drogas antifingicas,
devido ao aumento da resisténcia aos produtos
comercialmente disponiveis e aos efeitos
colaterais, a busca por novos produtos
antifingicos mostra-se de grande significancia.

Dessa forma, esse estudo representa uma
avaliagéo inicial para determinacdo da atividade
antifiingica do 6leo essencial do cravo-da-india e 0
eugenol comercial sobre Paracoccidioides sp.,
sendo necessario o desenvolvimento de novos
estudos para determinagdo das concentracdes
fungicida e fungistatica, e efeitos toxicoldgicos na
perspectiva de uma possivel aplicacdo terapéutica
desses produtos.

Concluséo

A partir dos resultados obtidos, foi possivel
observar o potencial antifangico dos produtos
avaliados, destacando o significativo resultado
apresentado pelo eugenol comercial contra
Paracoccidioides brasiliensis.
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