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RESUMO: A evolucdo de microrganismos resistentes a diversos medicamentos tem se
tornado um desafio para a comunidade cientifica em todo o mundo. A busca por produtos
naturais como métodos alternativos de tratamento de infeccbes microbianas esta
aumentando tentando minimizar os efeitos dessa resisténcia. O 6leo essencial do cravo da
india (Syzygium aromaticum) tomou destaque devido suas atividades bioldgicas como,
antibacteriana, antifungica, herbicida, nematicida, antitumoral e anti-inflamatoria. Este
trabalho teve como objetivos caracterizar e avaliar a atividade antifingica do 6leo
essencial do 6leo de cravo (Syzygium aromaticum) contra isolados clinicos de Candida
albicans. Foram identificados 7 compostos presentes no 6leo essencial, onde o composto
majoritario foi o Eugenol com 62,81%, além disso, 0 mesmo demonstrou eficacia contra
cepas de Candida albicans testadas apresentando CIM 2,5 e CFM de 5,0 mg/mL. Portanto
0 6leo demonstrou eficacia para novos avancos de pesquisa na busca de tratamentos
alternativos.

Palavras chave: Eugenol; produtos naturais; resisténcia.

INTRODUCAO E OBJETIVOS

Nos Gltimos anos ha um aumento na pesquisa de produtos naturais para fins
medicinais. O 6leo do cravo-da-india (Syzygium aromaticum) é um exemplo desses
produtos, sendo amplamente utilizado na medicina alternativa e em produtos de higiene
bucal devido as suas propriedades antimicrobianas e analgésicas (Batiha et al., 2020).
O uso do cravo da india é de suma importancia na agricultura e na culinaria, atuando
como repelente natural e nutricional como exemplo tipico de especiarias (alimentos) na
interface da dieta e da medicina, especificamente, para mostrar que alimento pode ser
remédio (Otunola et al., 2022).

O ser humano apresenta naturalmente fungos e bactérias que participam do
sistema fisioldgico, quando os individuos apresentam baixa na imunidade, como no caso
de pacientes HIV positivo, esses microrganismos podem se tornar patogénicos e causar
infeccbes. Como por exemplo a Candida albicans, que é natural da microbiota humana,
mas pode causar infecgdes sérias sendo considerada a espécie fungica mais infecciosa,
causando risco a saude (Goulart et al., 2018).

A medida que a restisténcia a antiflingicos evolui, ha a necessidade de
desenvolver novos compostos com produtos de fontes naturais como o 6leo de alho e 0
6leo de orégano, possuem propriedades antifungicas conhecidas. E de fundamental
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importancia compreender o alcance e os limites das propriedades do éleo do cravo
(Syzygium aromaticum), bem como seu impacto na salde de organismos Vvivos e sua
capacidade de inibicao de cepas que torna o 6leo do cravo uma potencial fonte de agentes
antimicrobianos naturais. Diante, disso os objetivos do trabalho foi caracterizar e avaliar
a atividade antifingica do oleo essencial do cravo (Syzygium aromaticum) contra
isolados clinicos de Candida albicans.

MATERIAIS E METODOS
e COLETA BOTANICA E EXTRAGAO DO OLEO ESSENCIAL

O material vegetal (Syzygium aromaticum) foi obtido no comércio local na cidade
de Sobral-CE. O 6leo essencial foi obtido pelo método de hidrodestilacdo realizado na
Universidade Estadual Vale do Acarad, utilizando equipamento Clavenger modificado.
Para isso 300g do material vegetal foi colocado em um baldo de 5 litros com 2 litros de
agua e aquecida até a ebulicdo por 2 horas. Ap6s 2 horas o 6leo foi coletado, e foi
adicionado ao mesmo sulfato de sodio para retirar goticulas de agua que ficaram
misturadas ao 6leo no momento da coleta (RIBEIRO et al, 2012).

e ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

Syzygium aromaticum

A andlise qualitativa dos oleos foi realizada por CG-EM utilizando um
instrumento Agilent modelo GC-7890B/MSD-5977A (quadrupolo), com impacto de
elétrons a 70 eV, coluna HP-5MS metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm,
Agilent), gas carreador hélio com fluxo 1,00 mL.mint (8,8 psi) e velocidade linear
constante de 36,8 cm.s™, temperatura do injetor 250 °C, temperatura do detector 150 °C,
temperatura da linha de transferéncia 280 °C. Programacdo do forno cromatografico:
temperatura inicial de 70 °C, com rampa de aquecimento de 4 °C.mint até 180 °C e
acréscimo de 10 °C/min até 250 °C ao término da corrida (34,5 min). A identificacdo dos
compostos foi realizada pela analise dos padrdes de fragmentacao exibidos nos espectros
de massas com aqueles presentes na base de dados fornecidos pelo equipamento (NIST
versdo 2.0 de 2012 — 243.893 compostos) e de dados da literatura.

Cromatografia em fase gasosa acoplada ao detector de ionizagdo em chama (CG-

DIC):

A andlise quantitativa foi realizada por CG-DIC utilizando um instrumento
Shimadzu modelo CG-2010 Plus, coluna RTX-5 metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm X
0,25 pm), modo de inje¢dao com divisao de fluxo 1:30, gas carreador nitrogénio com fluxo
1,00 mL.min (84,1 kPa) e velocidade linear constante de cm.s, temperatura do injetor
250 °C, temperatura do detector de 280 °C. Programacdo do forno cromatografico:
temperatura inicial de 70 °C com rampa de aquecimento de 4 °C.min* até 180 °C por
27,5 min, seguida por rampa de aquecimento de 10 °C.min* até 250 °C, ao término da
corrida (34,5 min). A identificagdo dos compostos foi realizada através da comparagédo
dos seus indices de retencdo com os de compostos conhecidos, obtidos por injecdo de
uma mistura de padrdes contendo uma série homologa de alcanos C7-Csg, € de dados da
literatura.

¢ MICRORGANISMO
As cepas utilizadas no trabalho foram de Candida albicans LABMIC 0104 e
LABMIC 0105 que se encontra no Laboratorio de Microbiologia - LABMIC da
Universidade Estadual Vale do Acarau - UVA.
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e METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO
Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), do 6leo essencial foi
realizada pelo método de microdiluic&o, utilizando placas de microdiluicdo com 96 pocos
em fundo U de acordo com CLSI, norma M27-A3 (CLSI, 2008). O meio de cultura usado
foi o Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640 - contendo glutamina, indicador de
fenol em coloracdo avermelhada e auséncia de bicarbonato). Os compostos foram
diluidos a 20 mg/mL. O o6leo foi diluido em RPMI e DMSO 5%. Inicialmente foram
adicionados 100 pul do RPMI em todos os pogos, em seguida 100 pL dos compostos foram
adicionados na primeira coluna e realizadas diluicbes seriadas no intervalo de
concentracdo de 5-0,009 mg/ml. A anfotericina B foi utilizada como controle no intervalo
de concentracdo de 16 —0,0078 ug/ml. Por fim, foi feita a suspensao do indculo de acordo
com a escala McFarland 0.5 (106 UFC/mL). Em seguida foi realizada uma diluicdo em
RPMI de 1:2000 para obtencdo da concentragdo final do in6culo de 2x102 UFC/mL.100
pL do inodculo foi adicionado em todos os pocos. Também foram adicionados controles
de crescimento do indculo e controle de esterilidade do meio. As placas foram incubadas
a 37 °C por 24 horas. Depois foi feita leitura das placas na leitora de ELISA a 620nm. A
Concentracdo Inibitéria Minima foi a menor concentracdo onde ndo foi observado
crescimento visivel do microrganismo na placa.

Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Para Determinagdo da Concentragdo Fungicida Minima foram retiradas aliquotas
de 100 pL. do pocos que ndo apresentaram crescimento fungico e foram semeadas em
placas de petri com meio de cultivo sabouraud dextrose agar (SDA). As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas. A menor concentracdo onde ndo houve crescimento de
coldnias nas placas serd 0 CFM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 7 compostos no OE, com o Eugenol (62,81%) como composto
majoritario, seguido de B-Cariofileno (30,55%), Acetato de chavibetol (3,49%), a-
Cariofileno(2,54), a-Copaeno (0,37%), y-Muroleno (0,07%) e o 4-Cadineno (0,03)
(Tabela 1). Os resultados analisados estdo de acordo com diversos autores (Haro et
al.,2021), mostrou que as composi¢Ges do Oleo avaliado em seu trabalho apresentou
eugenol (66,9%), B-Cariofileno (24,8%), a-Copaene (0,8%), 6-Cadinene (0,6%).

Barros et al.,(2018), o eugenol apresentou (52,53%) e o a-Cariofileno (37,25%) ,
foi encontrado semelhanca dos compostos nesses devidos trabalhos. Os 6leos essenciais
ndo seguem uma férmula rigida e imutavel em relacdo a espécie da planta. Em vez disso,
seu rendimento, composic¢éo pode variar dependendo de fatores como a parte da planta
usada, o estagio de crescimento da planta, as condi¢des climaticas e a qualidade do solo.
Essa flexibilidade torna os 0leos essenciais sensiveis as influéncias do ambiente em que
as plantas crescem, resultando em variagdes nas concentragcdes e nos constituintes desses
6leos (De Morais et al.,2009).

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial de Syzygium aromaticum
Compostos K cale 2Kt S. aromaticum

Area (%)
Eugenol 1364 1359 62,81
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a-Copaeno 1380 1376 0,37
B-Cariofileno 1424 1419 30,55
a-Cariofileno 1458 1454 2,54
y-Muroleno 1480 1479 0,07
d-Cadineno 1527 1523 0,03
Acetato de chavibetol 1534 1525 3,49
Total identificado - - 99,86

1IKca= Indice de Kovats calculado 21Kt = Indice de Kovats literatura

Foi observado que o OE do cravo Syzygium aromaticum foi eficaz contra as cepas
de Candida albicans, apresentando atividade com CIM de 2,5mg/ml, CFM 2,5mg/ml e a
Anfotericina com CIM 1,0 ug/mL ¢ o CFM 2,0 pg/mL (Tabela Il). Um outro estudo com
C.albicans o dleo essencial de S.aromaticum apresentou CIMs um pouco menores,
variando de 625-1250 pg/ml (Hekmatpanah et al., 2022). Essas diferengas nas atividades
dos oleos essenciais podem ocorrer devido a fatores ambientais que influenciam na
composicao quimica do 6leo.

Tabela 1. Resultados dos testes do 6leo essencial do cravo Syzygium aromaticum
contra cepas de Candida albicans.

CEPAS Oleo Anfotericina B
CIM CFM CIM CFM
(mg/mL) | (mg/mL) | (ug/mL) | (ng/mL)
LABMIC 0104 25 5,0 1,0 2,0
LABMIC 0105 2,5 5,0 1,0 2,0

CONSIDERACOES FINAIS

O potencial antifangico do 6leo de cravo-da-india representa uma alternativa
viavel e promissora no tratamento de infec¢des por Candida albicans. O presente estudo
destaca a relevancia do 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) como
um candidato promissor no combate a cepas de Candida albicans. Sua composi¢do
quimica, com énfase no eugenol e no B-cariofileno como componentes majoritarios,
demonstra potencial para atividade antifingica e com a resisténcia crescente aos
medicamentos antiflngicos convencionais torna imperativo a busca por alternativas
naturais e eficazes.
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