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RESUMO

O Coriandrum sativum L. conhecido popularmente como coentro é citado como
antidiabético, antiinflamatdrio, hipoglicemiante e antibacteriano. O género Candida faz
parte da microbiota da cavidade oral e sob circunstancias especiais produzem candidiase e
infeccdes sistémicas. O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade do dleo essencial
(OE), extratos hexanico (EHE) e hidroalcodlico (EHA) de folhas de C. sativum frente as
diferentes espécies de Candida e identificar seus principais constituintes. Para obtencdo
dos EHE e EHA foram utilizadas 10g das folhas secas e moidas, originando-se 0,43 g do
EHE e 2,34 g do EHA, com rendimentos de 4,3% e 24,3%, respectivamente. O OE (2,06 g
- rendimento 0,03%) foi obtido por hidrodestilacdo em sistema do tipo Clevenger a partir
de 7500 g de folhas frescas, sendo fracionado em coluna seca e originando sete fragcoes
(FOE) com diferentes polaridades, as quais foram analisadas por CCD e CG-EM. Os
constituintes majoritarios identificados do OE foram alcoois e aldeidos de cadeia linear: 1-
decanol (24,17%), 2E-decenol (18,05%) e 2Z-dodecenol (17,55%). Os OE, EHE e EHA
foram testados frente as diferentes espécies de Candida. C. albicans CBS 562; C. krusei
CBS 573; C parapsilosis CBS 604; C. dubliniensis CBS 7987 e C. tropicalis CBS 94. As
amostras do OE e extratos foram solubilizadas em agua destilada e tween 1% para
concentragao em solucao de 4 mg/mL, testando-se concentragdes de 1000 pg/mL a
15,6pg/mL. O OE apresentou forte inibicao frente as diferentes espécies de Candida com
MICs de 125 a 500 pg/mL, enquanto os EHE e EHA inibiram apenas C. parapsilosis com
MIC de 250 pg/mL. As fracoes 4, 5 e 6 do OE enriquecidas em alcoois apresentaram forte
inibicdo e amplo espectro antimicrobiano, com MICs de 7 a 250 pg/mL, evidenciando que
esses compostos sao responsaveis pela atividade antimicrobiana frente as diferentes
espécies de Candida , enquanto as fracoes FOE 1 a 3 ricas em aldeidos, com MICs de 31 a
1000 pg/mL, apresentaram atividade antimicrobiana moderada. Esses resultados
demonstram o potencial uso de Coriandrum sativum no combate a leveduras do género
Candida.

Palavras chaves: 1- Oleo essencial, 2- Antimicrobiano.
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ABSTRACT

Coriandrum sativum L. (Umbelliferae / Apiaceae), known as coriander, is a popular
cooking condiment in Brazil; it has been reported as an anti-inflammatory, anti-diabetic
and anti-bacterial agent. Different Candida spp., which might lead to complications such
as skin candidosis or even systemic infections, are commonly found in the oral microbiota.
The aim of this study was to evaluate the activity of the essential oil (EO) and hexanic and
hydroalcoholic extracts of C. sativum against different species of Candida, as well as to
identify their main constituents. To obtain the hexanic (HEE) and hydroalcoholic extracts
(HAE), 10 g of dried leaves of C. sativum was used to attain 0.43 g of HEE and 2.34 g of
HAE, with yields of 4.3% and 24.3%, respectively. Its essential oil (2.06 g — yield 0.03 %)
was obtained by hydrodistillation using the Clevenger system where 7500 g of its fresh
leaves and dry-column chromatography was used to fraction the oil into seven fractions
with different polarities. These fractions were then analyzed by TLC and GC-MS. The main
constituents identified in the essential oil were long-chain alcohols: 1-decanol (24.17 %);
2E-decenol (18.05 %); and 2Z-dodecenol (17,55 %) and aldehydes. The HEE, HAE, and
EO were tested against C. albicans CBS 562, C. krusei CBS 573, C. parapsilosis CBS 604,
C. aubliniensis CBS 7987, and C. Tropicalis CBS 94. Samples of EO, HEE and HAE were
dissolved in distilled water with 1% tween to obtain a solution concentration of 4 mg/mL
and 1000 pg/mL to 15.6 pg/mL of which was tested against Candida spp. The EO showed
antibacterial activity against most species of Candida, with MICs ranging from 125 pg/mL
to 500 pg/mL, while the extracts inhibited only C. parapsilosis with a MIC of 250 pg/mL.
Alcohol-enriched fractions 4, 5 and 6 of EO showed strong inhibition and broad
antimicrobial spectrum, with MICs ranging from 7 to 250 ug/mL, suggesting that alcohol
might be responsible for the antimicrobial activity against the various species of Candlida
tested. While the fractions 1 to 3 rich in aldehydes, with MICs ranging from 31 to 1000
Hg/mL, showed moderate antimicrobial activity against the species of Candida tested.
Results showed potential antimicrobial activity of Coriandrum sativum against Candida spp

(yeast infections).

Keywords: 1- Essential oil, 2- Antimicrobial.
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1. INTRODUGAO

As plantas e substancias de origem animal s3o utilizadas para fins curativos pela
humanidade desde os tempos mais remotos. No decorrer da histdria os homens sempre
tentaram aliviar o sofrimento das doencas ingerindo freqientemente misturas de
substancias vegetais. A introducdo da penicilina e das sulfonamidas na década de 1930
pode ser considerada como o marco do inicio da medicina moderna, como o escritor
médico Lewis Thomas disse: “Os médicos podiam agora curar as doencas, e isto era
espantoso, principalmente para os proprios médicos” (Blac, 2002).

Até meados do século XX, os medicamentos de origem vegetal constituiam a base
da terapia medicamentosa, porém com o desenvolvimento da sintese organica, novos
farmacos foram introduzidos rapidamente na terapéutica relegando as plantas um papel
menor neste contexto. O cendrio atual indica o renascimento das plantas medicinais como
fonte de farmacos e de protétipos, ocorrendo um retorno ao uso de produtos naturais e
medicamentos elaborados a partir deste material, 0 que se deve a escassez de
descobertas de moléculas farmacologicamente ativas pelos processos quimicos de sintese.

A investigacao de plantas medicinais utilizadas popularmente resultou em alguns
avangos terapéuticos e cerca de 50 % dos medicamentos utilizados sdo de origem
sintética; 25 % sao provenientes de plantas, isolados diretamente ou produzidos por semi-
sintese a partir de um precursor vegetal e os 25 % restantes referem-se as outras fontes
de produtos naturais como marinhos e microbioldgicos (Calixto, 2000).

Com relacdo ao desenvolvimento de medicamentos, este contexto ¢é
particularmente importante uma vez que as plantas medicinais constituem uma rica fonte
de novas moléculas a serem exploradas como novas drogas potenciais no futuro ou ainda
como ferramentas bioquimicas para a elucidacao de aspectos etioldgicos de determinadas
patologias que ainda permanecem obscuros (Lewis & Hanson, 1991; Cragg & Newman,
1999).

O interesse na pesquisa de novas substancias ativas de origem vegetal tem
aumentado significativamente e muitas empresas privadas e organizacdes governamentais
tém instituido projetos de pesquisa nesta area. Na década de 70, nenhuma das 250

maiores companhias do ramo farmacéutico do mundo mantinham qualquer programa de



pesquisa na area de produtos naturais e atualmente, pelo menos metade delas
introduziram este tipo de pesquisa como uma de suas prioridades (Fellows, 1995).

O mercado mundial de fitoterapia movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por ano. Em
2000 o setor faturou nos Estados Unidos US$ 6,3 bilhdes; na Europa foram US$ 8,5
bilhdes e no Brasil nao ha estatisticas oficiais, mas calcula-se que o faturamento esteja em
torno dos US$ 500 milhdes. A previsdo da Associacdao Brasileira da Industria de
Fitoterapicos (ABIFITO) é de que em 2010 esse montante passe a ser US$ 1 bilhdo no
pais e empregue mais de 100 mil pessoas no setor (ABIFITO, 2007; SEBRAE, 2007).

O Coriandrum sativum L. (Umbelliferae/Apiaceae) tem sua origem provavel no
Mediterraneo ou Asia Menor sendo cultivado h& mais de 3.000 anos. O seu uso é milenar
sendo mencionado nos textos sanscrito, nos papiros egipcios € na Biblia onde é citado
como Manna, simbolizando as sementes de coentro. Foi levado para a Europa pelos
romanos onde segundo a Biblia, j4 o agregavam ao cominho e vinagre para conservar
carnes. No Egito era colocado no timulo dos nobres para ajudar a alma a encontrar o seu
caminho e na Babilonia era utilizado para compor arranjos florais juntamente com
pequenas rosas para decorar festas.

C. sativum é uma planta anual, de ciclo curto que atinge entre 15 a 50 cm de
altura com folhas verdes e flores brancas e rosadas. Utilizam-se tanto os frutos secos
moidos assim como a pimenta do reino; ou mesmo as folhas frescas, como a salsa.

De aroma e sabor intenso muito caracteristico € muito empregado na culinaria do

norte e nordeste brasileiro chegando a substituir a salsa nos pratos do dia-a-dia, embora

na regido sudeste seja pouco apreciado.

(A) (B) ©)
FIGURA 1- Foto de C. sativum (A), em florescimento (B) e folhas (C).

Fonte: Wikipedia, 2007.



(A) (B) ©
FIGURA 2 - Foto das sementes de C. sativum (A); condimentos (B) e raiz (C).
Fonte: Wikipedia, 2007.

Segundo Saeed & Tarig (2007) as sementes de C. sativum sao ricas em terpenos
como: alfa-pineno, linalol, canfora, geraniol e limoneno. Enquanto Bandoni et a/. (1998)
relatam que os principais constituintes quimicos do dleo essencial das sementes de C
sativum sao aldeidos, destacando-se o 3E-hexenal e 2E-hexenal.

Em um trabalho realizado por Fan et a/ (2002) foram isolados 13 compostos
volateis encontrados nas folhas frescas de C. sativum, sendo 11 aldeidos de cadeia linear.

De acordo com Lorenze & Matos (2002) C sativum pode ser utilizado como
carminativo, diurético, estimulante, afrodisiaco e empregado principalmente como
moderador do apetite, contra ansiedade, nervosismo e problemas gastrointestinais.

C. sativum é considerado tanto uma planta medicinal quanto uma planta
condimentar (especiaria) sendo tradicionalmente citado como antidiabético (Gray & Flat,
1999; Otoom et al., 2006), antiinflamatdrio e hipolipidémico (Chithra & Leelamma, 1997;
Chithra & Leelamma, 2000; Lal et a/ 2004); analgésico e sedativo (Emamghoreishi &
Heidari-Hamedani, 2006; Chaudhry & Tariq, 2006); ansiolitico (Emamghoreishi et al.
2005); hipoglicemiante (Waheed et a/. 2006) e carminativo, antiespasmddico e relaxante
(Vedjani et al. 2006).

Assim sendo, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade do dleo essencial,
extratos hexanico e hidroalcodlico das folhas de Coriandrum sativum frente as diferentes

espécies de Candida e posteriormente identificar os constituintes majoritarios.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Caracteristicas Bioldgicas dos Fungos:

Os Fungos sao seres unicelulares ou pluricelulares que habitam diversos
ecossistemas, sendo enquadrados em trés Reinos: o Reino Eumycota (Fungi ou fungos
verdadeiros), Protozoa e Chromista (Hoog et a/. 2000).

As espécies de fungos sao classificadas em Filo (ou divisao) dentro do Reino ao
qual pertencem, ou seja, Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e
Metospopicos (Alexopoulus et a/. 1996).

Os fungos podem ser distinguidos de outros organismos infecciosos como as
bactérias ou os virus porque sdo eucariotos. A parede celular e a membrana celular
fungicas sao fundamentalmente diferentes das de bactérias e outros eucariotos, pois a
parede celular fungica & composta principalmente por quitina (um polimero de N-acetil
glucosamina) em vez de peptideoglicana, e a membrana fungica contém ergosterol em
vez de colesterol que é encontrado nas células de mamiferos (Strohl et a/. 2004).

Todos os fungos sdo heterotroficos, ou seja, obtém seus nutrientes através da
secrecao de enzimas que tem por substrato a matéria organica do solo, plantas e animais
(Slots & Taubman, 1992). Esses organismos assimilam o carbono pelo metabolismo de
proteinas, carboidratos, lipideos e alcoois, e o nitrogénio de compostos de sais de amonio,
uréia, peptona e, dessa maneira acumulam glicogénio como material de reserva.

Os fungos ndo ingerem particulas alimentares da mesma forma que organismos
como 0s protozoarios, mas ao contrario, dependem do transporte de nutrientes sollveis
através de suas membranas celulares e para obter esses nutrientes secretam enzimas
degradativas (celulases, proteases, nucleases) no meio ambiente circundante (Hoéfling &
Rosa, 1999).

Os fungos podem se apresentar como patdgenos primarios capazes de causar
infeccdo sem fatores predisponentes ou como patdgenos oportunistas, manifestando seu
potencial patogénico em hospedeiros imunologicamente ou fisiologicamente
comprometido.

A maioria dos fungos existe em uma das duas formas morfoldgicas basicas: (1)

como fungo filamentoso (bolores) onde o corpo vegetativo, ou talo é tipicamente uma



massa de filamentos (hifas) com muitas ramificacdes (FIGURA 3) e na forma
leveduriforme (2), formando populacdo de células esféricas Unicas, ndao-conectadas, de
maneira semelhante a muitas bactérias apesar de serem cerca de 10 vezes maiores do
que uma célula bacteriana tipica (FIGURA 4).

Nos fungos filamentosos, da-se o nome de micélio ao conjunto de hifas. O micélio
cresce por ramificacao e alongamento do apice tornando-se densamente compactados,
entrelacados e com a aparéncia de um tecido coeso.

Algumas espécies de fungos sao dimorficas, ou seja, se apresentam como
leveduras em um ambiente e na forma filamentosa em outro (Strohl et al 2004).

Muitos fungos se reproduzem tanto sexuada como assexuadamente, mas alguns
apresentam apenas reprodugdo assexuada que esta intimamente relacionada com a
divisao celular miética denominada brotamento (FIGURA 4) (Blac, 2002).

Nos ecossistemas os fungos sdao muito importantes, pois atuam como
decompositores e recicladores da matéria organica e nas ciéncias da saude contribuem
pelo fato de serem produtores de compostos bioativos de interesse farmacoldgico como os
antibidticos (pois excretam residuos do seu metabolismo que sdo tdxicos para outros
organismos e provavelmente auxiliam na competicdo e na sobrevivéncia das espécies que
as produzem). Esses antibidticos quando extraidos e purificados sao utilizados para o

tratamento de infecgdes no homem (Blac, 2002).

Nucleus
S = , Plasma membrane ;

— e ). i Cytoplasm ;

FIGURA 3 — Bolores, observacao de uma col6nia de fungos filamentosos e estrutura de Hifas.
Fonte: Blac, 2002.
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FIGURA 4 - Bolores e leveduras entre uma diversidade de outros microrganismos (A); Leveduras
em diversos estagios de brotamento (B). Fonte: Tortora et a/. 2005.

2.2 — Caracteristicas Bioldgicas do género Candida:

As leveduras sao fungos unicelulares de forma esférica, oval ou cilindrica e a
divisao celular geralmente ocorre por brotamento ou divisao binaria. As leveduras do
género Candida estao incluidas no Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes e Ordem
Saccharomycetales (NCBI, 2007).

No processo de brotamento uma nova célula é formada como uma pequena
protuberancia da célula antiga, o broto recém-formado aumenta de tamanho e entao se
separa. Embora a maioria das leveduras reproduza-se apenas como células individuais,
algumas leveduras podem formar filamentos sob certas condicdes, especialmente na
Candida albicans onde determinadas caracteristicas somente podem ser expressas pela
forma filamentosa que é essencial para sua patogenicidade (Madigan, 2004).

O género Candida compreende mais de 150 espécies que crescem em
temperaturas que variam entre 20°C a 38°C e em pH acidos a pH alcalinos (Odds, 1998).

As diferentes espécies de Candida fazem parte da microbiota normal da pele, da
cavidade bucal e do trato gastrintestinal além de secrecoes bronquicas e do trato
geniturinario (Lacaz, 1980), vivendo como organismos comensais.

Entretanto, comportam-se como patdgenos oportunistas produzindo infecgdes
que vao desde lesdes das mucosas superficiais (candidiase ou candidose) até

disseminacdes sistémicas graves. As infeccdes ocorrem quando a flora bacteriana

-6-



competidora é eliminada como, por exemplo, pelo uso de antibidticos antibacterianos,
permitindo assim um crescimento exagerado dessas leveduras. Essa infeccao aflige
individuos debilitados e /ou imunocomprometidos e sao raras em individuos normais.

O uso de drogas imunossupressoras para transplante de dérgdao, o uso de
quimioterapia no tratamento do cancer e a alta freqiiéncia de individuos imunodeficientes
devido a epidemia de AIDS resultaram na expansdo significativa da populacdo
imunocomprometida, assim como no aumento da patogenicidade do género Candida
(Koneman et al. 2001).

As infeccOes flngicas representam aproximadamente 15 % de todas as infecgbes
nosocomiais em unidades de tratamento intensivo nos Estados Unidos, com as espécies de
Candiida sendo os patdgenos de ocorréncia mais comum (Strohl et al. 2004).

A candidiase das mucosas pode afetar a cavidade oral, canal vaginal, traquéia,
brénquios e o canal alimentar, causando esofagite, gastrite, enterite e doenga perianal.

As infeccOes da pele (micoses oportunistas) podem envolver areas intertriginosas
Umidas, como os espagos interdigitais das maos e dos pés, sulco submamario na mulher,
axilas e pregas inguinais.

A infeccao das unhas conhecida como onicomicose pode ser freqliente em
trabalhadores em fabricas de conservas, cujas maos ficam mergulhadas em agua por
longos periodos (Blac, 2002).

A candidiase vaginal (vaginite) apresenta-se como uma lesao vaginal branca
grossa ou fina e ocorre quando as secrecdes vaginais apresentam grandes quantidades de
acUcares. Essas alteracdes na secrecdo vaginal ocorrem durante a gravidez; quando sdo
utilizados contraceptivos orais; quando o diabetes esta descompensado ou quando ocorre
0o uso de roupas intimas sintéticas e apertadas, que promovem calor e umidade,
favorecendo assim o desenvolvimento da levedura. Mulheres HIV-positivas
freqlientemente sofrem de candidiase vaginal recorrente (Rodrigues et a/. 2007).

A candidiase mucocutanea cronica € uma infeccao oportunista da pele e mucosa
associada a varios defeitos genéticos, incluindo fungdo leucocitaria comprometida ou
transtornos do sistema enddcrino. Entre as doencas predisponentes mencionadas por
Rippon (1988) encontram-se as displasias timicas, com ou sem hipogamaglobulinemia, o
hipoparatireoidismo e a doenga granulomatosa cronica, esta Ultima com alteracao de

mieloperoxidases dos fagdcitos, que impede a morte das leveduras apds fagocitose.



A candidiase do trato urinario é relativamente rara, aparece como cistite e causada
mais comumente por C. glabrata ou pielonefrite, tanto ascendente a partir de infeccao
vesical quanto por disseminacdo hematogénica a partir de um foco de infeccao distante
(Fisher, 1982).

O baixo pH do meio também pode explicar incidéncia relativamente alta de
candidiase na unido gastroesofagica em pacientes com tumores hematoldgicos malignos.
A candidiase esofagica pode ocorrer como extensao de candidiase orofaringea, sobretudo
em recém-nascidos (Gelfand et a/. 1990).

A candidiase das meninges é uma condicao rara produzida por disseminacao a
partir de focos de infecgao localizados nos tratos respiratério e gastrintestinal ou a partir
de émbolo séptico deslocado de valvula cardiaca infectada (Gelfand et a/. 1990).

A candidiase sistémica é relativamente rara: é observada, sobretudo como evento
terminal em pacientes com doengas debilitantes, neoplasias, imunossupressoras e apos
transplante de 6rgaos, em particular durante uma sindrome de rejeicdo aguda (Rodrigues
et al. 2007).

Rippon (1988) cita cinco condigbes que predispdem a infecgao por C. albicans:. (1)
pouca idade, ou seja, antes do estabelecimento da microbiota normal; (2) condigbes
fisioldgicas, como gravidez, disfuncdo enddcrina e diabetes mellitus, (3) administracdo
prolongada de antibidticos que altera a microbiota bacteriana; (4) debilidade, incluindo
imunossupressao, particularmente AIDS e alteragdes na funcao leucocitaria; e (5) solugdo
de continuidade em barreiras corpdreas causadas por procedimentos cirdrgicos e insercao

de cateter permanente.

2.3- Espécies de Candida nao-albicans.

As espécies de Candida diferentes da C. albicans formam parte da microbiota
normal de superficies cutdneas e mucocutdneas, e apenas em raras ocasides foram
consideradas como agentes de doencas clinicas. Entretanto, varias espécies foram
associadas a virtualmente todas as formas de candidiase, como demonstram numerosos
trabalhos publicados na literatura médica recente (Xu et a/ 1999; Mardegan, 2003;
Barros, 2005).



Wingard (1995) em uma revisao de 1.591 casos de candidiase divulgados em 37
trabalhos entre 1952 e 1992, verificou que as espécies de Candida nao-albicans haviam
sido os agentes causais de 46 % das infeccOes sistémicas, sendo C. tropicalis responsavel
por 25 % das infecgdes , C. glabrata por 8 %, C. parapsilosis por 7 % e C. krusei por 4%
desse total. Verificaram também que pacientes com leucemia tinham maior probabilidade
de adquirirem infeccdo por C. albicans ou C. tropicalis e os receptores de transplante de
medula 6ssea, por C. kruseiou C. lusitaniae.

Candido et al. (2000) avaliaram amostras de Candida spp. isoladas da cavidade
bucal de pacientes com lesGes bucais (candidose) quanto a producdo das exoenzimas
fosfolipases e proteinases e constataram que a atividade enzimatica € um dos provaveis

fatores de patogenicidade deste género.

A levedura C. dubliniensis pode ser negligenciada ou erroneamente identificada,
pois compartilha de muitas caracteristicas fenotipicas e bioquimicas com C albicans,
dificultando assim a diferenciacao entre elas. Chavasco et a/. (2006) utilizaram a técnica
de reacao em cadeia de polimerase (PCR) para identificar a possivel presenca de C
dubliniensis dentre as amostras isoladas sendo que essa técnica demonstrou-se Util,
pratica e com identificacdo taxondmica mais acurada.

A emergéncia de C dubliniensis tem sido atribuida a importante reducao da
imunidade e/ou a terapéutica antifingica que pode selecionar espécies menos sensiveis
como C krusei, C. glabrata e C. dubliniensis. Apesar desta possibilidade os estudos de
susceptibilidade de C dubliniensis tém revelado que inicialmente a grande maioria dos
isolados ¢é sensivel ao fluconazol e a anfotericina B, embora 3% dos isolados tenham sido
inicialmente resistentes ao fluconazol (Alves et a/. 2000).

Varias causas vém sendo propostas para explicar a subita emergéncia de tantas
espécies novas de leveduras como agentes infecciosos, entre as quais sao citados o uso
de antibioticos de amplo espectro, agentes antineoplasicos, Vancomicina, cateterismo
endovenoso e o crescente nimero de pacientes com neutropenia e imunossupressao
(Hazen, 1995).

Dados provenientes de alguns estudos sugerem que o uso macico de fluconazol
como tratamento prolongado ou intermitente modifica a prevaléncia de C. albicans, sendo
o responsavel pela relativa reducao do isolamento de C. albicans em hemocultivos, em

comparagao com outras espécies de Candida (Persons et al. 1991; Millon et a/. 1994).



Em um estudo para avaliar a susceptibilidade de cepas de C .albicans (isoladas de
pacientes com estomatite protética) a cetoconazol, fluconazol, itraconazol e anfotericina B,
foi demonstrado que a Anfotericina B possui 6tima atividade fungicida em baixas
concentragdes, enquanto os azdis apresentaram apenas atividades fungistaticas e nao
fungicida (Batista et a/. 1999).

A contaminacdo cruzada pelos profissionais dos hospitais também pode explicar o
aumento de infecgbes causadas por leveduras nesse ambiente. Strausbaugh et al. (1994)
demonstrou que 70 % das enfermeiras e das pessoas ndo pertencentes a equipe de
enfermagem portavam leveduras nas maos, sendo C. parapsilosis a mais prevalente.

2.4- Candida e a cavidade oral:

A cavidade oral humana tem sido considerada um ambiente Unico, por oferecer
uma variedade de nichos ecoldgicos para colonizagdo microbiana, inclusive para fungos
pertencentes ao género Candida (Jabra-Rizk et a/. 2001b).

A cavidade oral, ao contrario de outras cavidades corporais, esta constantemente
exposta aos estimulos mecanicos, térmicos e quimicos em decorréncia dos atos fisiologicos
a ela inerentes, destacando-se a mastigacdao. Dessa forma, tornando susceptivel a
apresentar com freqliéncia, modificacdes sistémicas que poderdo concorrer para o
rompimento do equilibrio bioldgico entre populagdo microbiana e hospedeiro (Slots et al.
1989).

Os fungos pertencentes ao género Candida habitam diversos epitélios do corpo
incluindo a mucosa oral de aproximadamente 40 % da populacdo adulta saudavel fazendo
parte da microbiota residente (McCullought et a/ 1999).

A candidiase oral é a manifestacdo clinica mais freqliente em humanos, manifesta-
se como manchas ou placas brancas elevadas na mucosa oral, na lingua ou nas gengivas
que podem coalescer para formar uma membrana nos casos mais graves (FIGURA 5).

As placas podem tornar-se confluentes e ulceradas e espalhar-se pela garganta.
Muitos individuos HIV positivo eventualmente desenvolvem candidiase oral que ndo raro
se espalha para o estdbmago. Essas placas ficam firmemente aderidas ao epitélio e, quando

removidas, mostram uma base avermelhada e edematosa. O diagndstico é clinico
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e pode ser confirmatdrio por observacao microscopica de pseudo-hifas e blastoconidios
caracteristicos em esfregagos de exsudato corados com Gram (Koneman et a/. 2001).

FIGURA 5- Candidiase oral.
Fonte: Wikipedia, 2007.

A freqliéncia e a predominancia das espécies de Candida variam em fungdo da
idade do hospedeiro (Kleinegger et a/. 1996). Durante o periodo neonatal, as condicdes
que predispde a instalacdo de leveduras sao provavelmente a imaturidade do sistema

imunoldgico e queratinizacdo da microbiota oral (Okasaka, 1990).

Na infancia, a prevaléncia de leveduras esta associada ao uso de chupetas,
irrompimento dos primeiros dentes, uso de mamadeira, lesdes de carie, deficiéncias
nutricionais, higiene bucal deficiente, terapia antibacteriana, idade e sexo (Ollila et al.
1997). O aumento da colonizagdo em idosos ocorre simultaneamente as alteragdes no
ambiente bucal, em conseqiiéncia da perda de elementos dentais, interagOes

medicamentosas, uso de protese e outros fatores (Odds, 1998)

Os grupos de riscos (que reporta maior prevaléncia de espécies de Candida) sao
compostos por portadores de sindrome de Down e Sjoguen, portadores de hipofungao de
glandulas salivares, diminuicao do fluxo ou do pH salivar, portadores de diabetes mellitus,
portadores de HIV-positivo e portadores de neoplasias malignas avangadas, onde a
resposta imuno deficiente pode ser um fator preditivo para o desenvolvimento de
candidose (Vargas & Joly, 2002).

O tratamento com radioterapia produz uma diminuicdo severa no fluxo salivar

dentro das duas primeiras semanas de tratamento que pode quebrar o equilibrio ecoldgico

1t



da microbiota bucal, favorecendo o aparecimento de infeccdes e maior proliferacao de
microrganismos como Streptococcus do grupo mutans (em edentados) e C albicans,

tornando esses individuos também pertencentes ao grupo de risco (Spolidorio et a/, 2001).

Em pacientes portadores de HIV-positivo as manifestacbes orais mais freqlientes
sao: candidiase, gengivite, periodontite, leucoplasia pilosa, herpes labial e sarcoma de
Kaposi, sendo que os pacientes do sexo masculino sao mais acometidos do que o sexo

feminino (Souza et a/. 2000).

As razOes para o estabelecimento da candidose sdo decorrentes de fatores
precipitadores tais como: desordens enddcrinas, higiene oral deficiente, queda da
imunidade do hospedeiro, lesdbes na mucosa, tratamento prolongado com antibidticos,

corticosterdides e outros (Ramirez-Amador, 1997).

As diferentes espécies de Candida sdo encontradas em diversos sitios da cavidade
bucal, como as superficies mucosas do labio e bochechas, linguas, tonsilas, lesdes de
carie, lesdes endodonticas e fazendo parte do biofilme, colonizando preferencialmente as
superficies ja recobertas por uma camada de placa, coagregando-se a espécies
bacterianas nela presentes, ou ainda, aderindo-se diretamente a pelicula salivar (Arendorf
& Walker, 1980).

Segundo Lamkim & Oppenheim (1993) a Candida albicans adere pouco as
superficies dentais limpas e a medida que se forma a pelicula adquirida esse elemento
aumenta, podendo colonizar o esmalte dos dentes e as superficies radiculares, tanto
através de adesdo direta aos receptores da pelicula (atuando como colonizador pioneiro)
ou atuando indiretamente pela coagregracao a outros microrganismos ja aderidos ao
biofilme dental (De-Repentigny et a/. 2000).

Os biofilmes contendo Calbicans poderiam estar implicados nao apenas na
candidose da mucosa oral, mas também associadas ao desenvolvimento de céries e na
patogénese das doencas periodontais (Hagihara et a/. 1998, Beighton et a/. 1995, Nikawa
et al1998).

Jabra-Rizk et al. (2001a) isolaram 54 amostras de lesdes periodontais de pacientes
com HIV-positivo e nas identificacdes constataram 44 isolados positivos para C
dubliniensis; 07 isolados para C. glabrata e 02 isolados para C. parapsilois. Moreira et al.

(2002) isolaram em infecgbes bucais, C. parapsilosis (uma espécie de levedura raramente
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isolada em infecgbes bucais e causadoras da candidiase atrdfica cronica ou estomatite por
dentadura), C. albicans, C. tropicalis e C. stellatoidea. Alves et al. (2000) relataram os
trés primeiros casos de isolamento de C. dubliniensis no Rio Grande do Sul, em pacientes
com AIDS, mas sem lesdes de candidiase oral.

Com relacao a incidéncia de C. dubliniensis, os melhores dados disponiveis sao os
da populacdo irlandesa, onde foi isolada da boca de 27 % de individuos HIV positivos e de
32 % de pacientes com AIDS e candidiase oral. Da cavidade oral de individuos sadios foi
isolada 3 % e dos HIV negativos, mas com candidiase oral foi isolada 14,6 % (Sullivan et
al. 1995, 1999; Sullivan & Coleman, 1998).

A partir de observagoes sobre variagdo individual e populacional na prevaléncia de
Candiida spp. constatou-se que nem todos os individuos abrigam leveduras na boca devido
a existéncia de barreiras naturais nas superficies mucosas e nos fluidos organicos,
impedindo a colonizacdo nestes individuos. Essas barreiras seriam dependentes de fatores
relacionados a idade, género, tabagismo, dieta, medicamentos, condiges sistémicas,

estado nutricional e imune do hospedeiro (H6fling et al. 2001).

O estado fisiologico dos individuos tem sido reconhecido como o fator etioldgico
primario no desenvolvimento das infecgdes flngicas, mais que a patogenicidade intrinseca

do microrganismo oportunista.

C. albicans é uma levedura comumente encontrada na populagdo humana, além de
ser considerada a espécie de maior importancia odontoldgica pelo fato de ser o agente
etiolégico de grande parte das infeccdes fungicas ocorridas na cavidade oral, sendo que
sua ocorréncia neste local representa 60 % a 85 % dos isolados. Essa levedura é capaz de
residir em equilibrio com a microbiota comensal de hospedeiros assintomaticos e

imunocomprometidos.

Entretanto, apenas pequenas alteragdes nesse estado podem modificar o
comportamento dessa espécie que passa a manifestar seu potencial de patogenicidade e

assim de comensal inofensivo torna-se um patdgeno agressivo (Hube & Naglik, 2001).

Devido ao dimorfismo a levedura C. albicans pode se apresentar sobre varias
formas conforme suas variagOes adaptativas, sendo a forma de hifa a mais patogénica e a
mais aderente em relacdo a célula leveduriforme. Dessa forma, a capacidade dessa

espécie de formar tubos germinativos parece contribuir para sua patogenicidade, visto que
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amostras de tecidos infectados no homem e nos animais, na maioria das vezes contém

hifas, pseudos-hifas e células leveduriformes (Koneman et a/. 2001).

Os mecanismos que determinam a patogenicidade do género Candida ainda nao
estdo totalmente elucidados, envolvem as caracteristicas prdprias das cepas em questdo,
o estado imunoldgico do hospedeiro e assim como as condicOes locais dos sitios de
infeccdo (Okasaka, 1990).

Em 1982, Ruchel relatou que os fatores de patogenicidade de C. albicans estao
relacionados com a producdo de hialuronidase, condroitina sulfatase, proteinase e
fosfolipases, sendo que as mesmas podem atuar de maneira conjunta ou separada
determinando assim a intensidade das infeccOes. As proteinases sao capazes de hidrolizar
peptideos enquanto as fosfolipases hidrolisam os fosfolipideos. Tendo como componente
de membrana fosfolipideos e proteinas, essas enzimas estdo provavelmente envolvidas na
ruptura da membrana celular do hospedeiro, processo que ocorre durante a invasao das
células do hospedeiro, considerando assim a atividade enzimatica um dos fatores de

patogenicidade deste género.

2.5- Propriedades das Plantas Medicinais:

A atividade bioldgica de dleos essenciais e extratos de plantas tém sido objeto de
intensa investigacao cientifica. Plantas superiores e aromaticas sao amplamente utilizadas
no combate a diversos tipos de infecgdes pela medicina popular, uma vez que apresentam
amplo espectro de atividade antimicrobiana, com inibicdo comprovada contra bactérias,
leveduras e fungos filamentosos (Hulin et a. 1998).

O dleo essencial (produto do metabolismo secundario de muitas plantas) possui
acdo antimicrobiana que atua como defesa quimica contra doengas patogénicas,
evidenciando que a grande maioria das plantas medicinais e aromaticas possuem
resisténcia a patdgenos incomuns (Simdes et a/. 2005).

As propriedades antimicrobianas de extratos e oOleos essenciais de diversas
espécies vegetais tem sido reconhecidas empiricamente durante séculos, mas apenas

recentemente foram cientificamente confirmadas (Jansen & Cheffer, 1987).
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Extratos e 6leos essenciais de varias espécies mostraram-se eficientes no controle
do crescimento de fungos relacionados a infeccbes da pele (Adam et al. 1998), de
bactérias patogénicas bucais (Cecanho et a/. 1998, 1999) e de uma ampla variedade de
microrganismos, incluindo bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Galli et a/. 1985).

No combate a fungos, medicamentos contendo uma molécula originada a partir de
sintese, semi-sintese ou biossintese (microrganismos) sdo as principais armas disponiveis
no mercado, no entanto, até hoje ndo existe uma terapia antifingica ideal, ou os agentes
empregados nao sdo 100 % eficazes ou apresentam efeitos indesejaveis pelos pacientes

(toxicidade, gosto ruim, etc).

Os fungos sdo eucariotos, aproximando-se estrutural, fisioldgica e bioquimicamente
de nossa constituicdo celular eucaridtica e esta semelhanga torna problematico utilizar
qualquer forma paliativa ou curativa, principalmente através do uso de farmacos (Sheehan
& Hitchcock, 1999), enquanto os medicamentos de origem vegetal apresentam a

vantagem de suas moléculas atuarem em sinergismo (Calixto, 1998).

As informacOes disponiveis sobre plantas medicinais ativas contra a levedura
Candida albicans ndo resultaram até o momento em fitofarmacos para uso humano ou
animal, exceto algumas patentes utilizando material derivado de plantas da familia do
Allium (Plummer, 1992), de Radix gentianae (Chen, 1996) e alguns extratos estudados por
Lee et al. (2003).

Recentemente, varios grupos de pesquisadores de diferentes localidades tém
estudado a inibicdo de C. albicans por extratos, 6leos essenciais e substancias isoladas de
plantas. Na India, Africa e na América Latina, varios autores iniciaram seus trabalhos a
partir de levantamento etnofarmacoldgico, que descrevem as espécies freqiientemente
utilizadas pela populacao.

Alguns paises da América Latina tém mantido programas de pesquisa para triagem
de plantas medicinais com atividade antimicrobiana, como é o caso de Cuba (Martinez et
al. 1996), Honduras (Lentz et al. 1998) e México (Shale et al. 1999), além de
regulamentarem através da criacao de banco de dados para que haja uma preservacao do
conhecimento.

A incidéncia de infeccdes nosocomiais causadas por microrganismos oportunistas
(principalmente espécies de Candida) tem se tornado alarmante e de dificil tratamento

devido a resisténcia a mdltiplas drogas desenvolvidas pelos patégenos. As maos dos
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profissionais pertencentes ao corpo clinico dos hospitais sao as fontes primarias de
transmissdo desses patdgenos multi-resistentes e infeccGes para os pacientes.

Hammer et a/. (1998) em um estudo de determinagao da atividade anticandida /in
vitro de 24 dleos essenciais, revelaram que o 6leo essencial de C. sativum possui atividade
contra diferentes espécies de Candida, sugerindo seu uso em tratamentos topicos para
infeccao superficial por Candida.

Bonjar et al. (2004) produziram extratos etandlicos de 221 espécies de 98 familias
de plantas medicinais cujo uso era tradicional pela medicina popular na regido Sul do Ira e
testaram suas atividades antibacterianas e antiflingicas sobre 11 espécies de bactérias e 3
espécies de fungos, incluindo C. albicans PTCC No. 5027 e C. utilis PTCC 5065 as quais
nao sofreram interferéncias em seu desenvolvimento pelo extrato etandlico de C. sativum,
no entanto Chao et al. (2000) demonstraram em seu estudo que o dleo de C. sativum é
um forte inibidor de bactérias Gram positivas e fungos.

Cantore et al. (2004) extrairam o Oleo essencial das sementes de C. sativum e
realizaram ensaios /n vitro para atividade antibacteriana sobre 27 espécies de bactérias
fitopatogénicas e verificaram que o dleo de C. sativum possui atividade antibacteriana
siginificativa. Essas caracteristicas do d6leo essencial e de seus componentes sugeriram seu
uso como bactericidas naturais para controle de doencas fitopatogénicas, no tratamento
de sementes, frutos, na agricultura organica e também na industria de alimentos como
conservantes.

Mondal & Kolhapure (2004) constataram a eficacia e seguranga de um produto
sanitizante utilizado para a assepsia das maos e desinfeccdo de objetos inanimado,
composto apenas de plantas medicinais entre elas Coriandrum sativum atuando como
antibacteriano, concluindo que esse produto possui um significativo efeito bacteriostatico
sobre as bactérias presentes nas superficies das maos e objetos inanimados devido ao
sinergismo de seus compostos medicinais (Ravikumar & Kolhapure, 2005).

A atividade antioxidante de extratos etandlico, aquoso e etéreo de C. sativum foi
analisada Melo et al (2003) que detectaram a presenca de compostos fendlicos nos dois
primeiros extratos e a presenca de carotendides no etéreo. Os resultados permitiram
considerar os extratos aquoso e etéreo de coentro como antioxidantes em potencial. O

extrato aquoso, por exibir maior atividade antioxidante e ndo utilizar solventes tdxicos
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para a sua obtencdo apresenta-se como uma alternativa para ser utilizado em alimentos
(Ramalho & Jorge, 2006).

A presenca de micotoxinas em alimentos tem sido correlacionada a varias
patologias humanas e as autoridades de saide no mundo todo tém implementado acdes
para diminuir a ingestao desses compostos pela dieta. Lino et a/ (2006) realizaram um
trabalho para analisar os niveis de ocratoxina A em C. sativum comercializado no mercado
de Portugal devido ao seu grande consumo na culindria tradicional portuguesa. Em
nenhuma das amostras analisadas foi detectada a presenca da micotoxina, demonstrando
o potencial antimicrobiano de seus constituintes, sendo considerado, portanto seguro o
Coriandrum sativum consumido no mercado de Portugal.

E notdvel e constante 0 aumento de pesquisas para encontrar um componente
alternativo e eficiente para a conservacao de alimentos, objetivando a substituicao total ou
parcial dos aditivos antimicrobianos quimicos sendo que as plantas condimentares
(especiarias) oferecem uma alternativa promissora e segura para a producao de alimentos
microbiologicamente estaveis.

Mas essa alternativa é limitada devido a fatores como: sabor, aroma e gosto, pois
as doses antimicrobianas efetivas excedem o nivel organolepicamente aceito (Souza, et
al., 2005), requerendo futuras investigagoes.

Al-Jedah et al. (2000) conduziram um estudo para analisar a acdo de especiarias
combinadas, incluindo C sativum sobre bactérias, leveduras, fungos filamentosos e a
sintese de toxinas. Verificaram que essa combinacdo de especiarias exerceu efeito
bacteriostatico sobre todos os ensaios, justificando o seu uso popularmente como
condimento e conservante alimentar.

Estudos de determinacdo da Concentragdo Minima Inibitéria — MIC, de dleos
essenciais e extratos de mais de 40 espécies de plantas medicinais tém sido desenvolvidos
no CPQBA/UNICAMP (Projeto FAPESP - Proc. 01/09081-6: “Atividade Antimicrobiana de
Plantas Medicinais e Aromaticas Cultivadas na Regido de Campinas, SP”), e revelaram que
os Oleos essenciais com maior potencial atividade antifingica para C. albicans foram os
das folhas do C. sativum L. e do Allium tuberosum (Duarte et al. 2005).

Elgayyar et al. (2001) verificaram a eficadcia do odleo essencial extraido das
sementes de C. sativum contra bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos. O 6leo

de C sativum inibiu completamente o crescimento de Staphylococcus aureus e fungos
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como Aspergillus niger e Rhodotorula, sendo menos efetivo na inibigdo contra bactérias
Gram negativas como Yersinia enterocolitica e Escherichia coli. Apresentando também
atividade inibitdria moderada contra Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium e
Pseudomonas aeruginosa.

A investigacdo da atividade do 6leo essencial de duas variedades de C. sativum foi
testada contra microrganismos envolvidos com patologias dérmicas e verificou-se que
ambos apresentaram atividade para Pityrosporum ovale (Duarte et a/. 2007).

Telci et al. (2006) realizaram um estudo sobre a diferenca na composicdo quimica
do dleo essencial extraido das sementes de duas variedades de C. sativum cultivados em
duas localidades distintas e verificou que fatores como praticas de cultivo, condigbes
ambientais e sazonalidade influenciam quali e quantitativamente na composicdao de seus
constituintes.

Nas folhas frescas de C sativum foram identificadas 13 compostos volateis
majoritarios, onde 11 desses sdo aldeidos aciclicos e tipicos produtos da clivagem
oxidativa dos acidos graxos insaturados, incluindo decanal, 2E-decenal, 2E-dodecenal,
nonano, linalol, tetradecanal, 2E-undecenal, dodecanal, 2E-tridecanal, octanal, undecanal,
nonanal e 2E-hexenal em ordem decrescente. Sendo os mais abundantes: decanal, 2E-
decenal e 2E-dodecenal, representando mais de 85 % dos compostos identificados (Fan et
al. 2002; Kubo et al. 2004).

Os compostos alifaticos 2E-alcenal e alcanal caracteristicos das folhas frescas de C
sativum possuem atividade bactericida contra Salmonella choleraesuis ATCC 35640,
enquanto 2E-dodecenal é o mais efetivo contra bactérias latentes alimentares, seguido de
2E-undecenal (Kubo et al. 2004, Kubo & Fujita, 2001).

Os compostos 2E-undecenal e 2E-decenal mostraram também atividade antifiingica
contra Saccharomices cerevisiae ATCC 7754 (Kubo et al. 2003).

O composto 2E-hexenal é encontrado em diversas espécies de plantas e possui um
amplo espectro antimicrobiano, no entanto o mecanismo de agao antimicrobiana desse
alcenal ndo esta elucidado (Kubo et a/. 2004).

Deng et al. (2003) relataram os principais constituintes volateis das folhas e raizes
do C sativum de uma espécie chinesa, obtidos por microextracdo em fase sélida. Foram
identificados 15 compostos sendo os majoritarios decanal, 2-decenal, 1-decanol, 2E-

decenol, 2E-decenal e 2E-tridecenal. Também foram encontrados outros compostos
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volateis em baixa concentracdo, destacando-se aldeidos alcodlicos, os quais sao
responsaveis pela fragrancia agradavel e suave do C. sativum utilizado como condimento.

Ramadan & Morsel (2002) relatam que os principais constituintes do 6leo bruto das
sementes de C. sativum obtidos por extracao em Soxhlet sdo lipidios, sendo o acido graxo
petroselinico o majoritario e seguido do acido linoléico, representando assim uma boa
fonte de fitosterol.

Chaudhry & Tarig (2006) testaram o potencial antibacteriano de uma decocgao de
C. sativum contra 176 bactérias isoladas da cavidade oral de 200 pacientes e verificou que
nao houve efeito antibacteriano contra as bactérias Gram positivas e Gram negativas
testadas.

Saeed & Tarig (2007) também testaram o potencial antibacteriano de duas
preparacdoes aquosas: decoccdo e infusao de C.sativum contra 345 bactérias Gram
negativas isoladas do sistema urinario. Verificaram que todas as bactérias testadas
apresentaram resisténcia a ambos extratos.

De modo analogo, Khallil (2001) relatou que o extrato aquoso de C. sativum nao
possui atividade contra os esporos germinativos e nem contra o crescimento vegetativo de

duas espécies patogénicas.
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3- PROPOSIGAO
Considerando os resultados promissores obtidos nos ensaios preliminares com o 6leo
essencial das folhas de C. sativum contra a cepa de Candida albicans ATCC 10231
desenvolvidos no CPQBA/ UNICAMP e a caréncia de informacdes na literatura sobre as
atividades antifingicas do 6leo essencial e extratos das folhas de C. sativum L.

O presente trabalho teve como objetivos:

v' Obtencao do dleo essencial (OE) dos extratos hexanico (EHE) e hidroalcodlico
(EHA) das folhas do C sativum.

v"Avaliacdo quimica dos constituintes presentes nos OE, EHE, EHA por Cromatografia
de Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM),

v Avaliacdo da atividade antiflingica destes para C. albicans CBS 562; C. tropicalis
CDS 94; C parapsilosis CBS 604; C. dubliniensis CBS 7987 e C. krusei CBS 573.

v' Fracionamento do dleo essencial por métodos cromatograficos,

v" Avaliacao da atividade antifingica das fracdes do dleo essencial,

v'Identificacdo dos constituintes quimicos ativos das Fragdes do dleo essencial (FOE)

v Correlagdo dos resultados obtidos com a estrutura dos constituintes quimicos

presentes.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- Obtencao do Material Vegetal:

Corfandrum sativum L. foi adquirido no comércio regional (Ceasa - Campinas) em
03 de janeiro de 2007.

Para a obtencao do OE foram utilizadas folhas frescas e para obtencao dos EHE e
EHA foram utilizadas folhas secas e moidas.

4.2- Metodologia aplicada ao estudo Fitoquimico:

4.2.1- Obtencio do Oleo Essencial de C. sativunr:

A extracao do OE foi realizada por hidrodestilacao em sistema do tipo Clevenger,
pesando-se 7500 g das partes aéreas da planta fresca (folhas e talos menores).

Esse material foi depositado em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 7500 mL
de agua destilada e procedeu-se a hidrodestilacdo durante 4 horas.

Apds o término da extracdo os sistemas foram resfriados e as fases aquosas foram
agrupadas e extraidas com diclorometano (3 x 50 mL).

A fase organica resultante foi submetida a secagem com sulfato de sodio anidro e
filtrada. O solvente foi removido a vacuo em evaporador rotativo, obtendo-se assim o OE
de C sativum.

O OE foi analisado por CCD e CG-EM e submetido aos ensaios de atividade

antimicrobiana.
4.2.2- Obtencao dos EHE e EHA de C. sativum:

A partir das folhas secas e moidas de C sativum foram preparados os extratos
hexanico (EHE) e hidroalcoolico (EHA).

O material vegetal para a obtengao dos extratos foi seco em estufa (Fabbe, modelo
170) com ventilacdo a 40°C durante trés dias e triturado em moinho de facas (marca
Fabbi).
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O EHE foi preparado a partir de 10 g de folhas secas e moidas com 100 mL de
hexano em dispersor mecanico do tipo POLYTRON em temperatura ambiente durante 2
minutos.

Apds filtracdo esse processo foi repetido mais uma vez e os extratos foram
agrupados e secos em evaporador rotativo a vacuo, obtendo-se assim o EHE.

O EHA foi preparado a partir do residuo da extracdo hexanica com 150 mL de
solucdo etanol e agua (80:20 v/ v), de modo analogo ao EHE, obtendo—se o EHA.

Os EHE e EHA foram analisados por CCD e CG-EM e submetidos aos ensaios de

atividade antimicrobiana.

4.2.3- Fracionamento do oleo essencial:

O OE por apresentar melhor atividade antimicrobiana foi fracionado em coluna seca.
Nesse procedimento foi utilizada uma membrana de celulose (@ = 1,5 cm, 20 cm de
altura) fornecida pela empresa Viskase.

A coluna foi lavada internamente e externamente com hexano e posteriormente com
diclorometano, seca com ar comprimido, empacotada a seco com silica gel 60 Merck (70-
230 mesh). Apos adicdo do OE, a coluna foi eluida com diclorometano e dividida em 7
partes de 3cm cada, denominadas fragoes do dleo essencial de 1 a 7 (FOE).

As FOE foram extraidas da silica com diclorometano, filtradas em funil de placa
porosa, evaporadas sob vacuo e analisadas por CCD para verificar o perfil de cada fragao,

seguido de andlise por CG-EM e avaliacdo de atividade antimicrobiana.

4.3- Métodos Analiticos:

4.3.1- Cromatografia em Camada Delgada (CCD):

Os OE, EHE, EHA e Fracdes do OE foram analisados por CCD, utilizando-se

cromatoplacas de aluminio com silica gel 60 F,s54 — Merck.
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Os eluentes utilizados foram: hexano: acetato etila (90:10 v/v), cloroférmio:
metanol (80:20 v/ v) e diclorometano, sendo selecionados de acordo com as
caracteristicas do OE, EHE e EHA e com o tipo de separacao desejada em cada amostra.

A deteccao dos compostos foi feita por irradiagdo com lampada UV — visivel a 254
e 366 nm, seguida de revelacao por pulverizacao com solugdo de anisaldeido (acido
acético: acido sulfdrico: anisaldeido 50,0: 1,0: 0,5 v/v/v) ou solucago NP
(difenilboriloxietilamina 1 %) e aquecimento em estufa a 100°C por 5 minutos (Wagner &
Bladt, 1995).

4.3.2- Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM):

As andlises foram realizadas no Cromatégrafo a Gas Hewlott-Packard 6890,
equipado com detector seletivo de massas Hewlott-Packard 5975, coluna capilar de filme

HP-5 (25 m de comprimento X 0,25 mm de didametro X 0,25 pm de espessura ).
As condigOes de analise para o OE e suas fragdes foram:

v' Temperatura do injetor: 220 °C
v' Temperatura do detector: 250 °C
v' Temperatura de coluna: 60 °C, 3 °C. min -1, 240 °C
v Gas de arraste (He): 1,0 mL. min -1
v Injegado split.
A identificacdo dos compostos foi feita por comparacao dos espectros de massas
com dados da biblioteca NIST-05, co-injecao de padrdes de hidrocarbonetos para célculo

do indice de retencdo e dados descritos por Adams (1995).

4.4- Métodos Microbioldgicos:

4.4.1- Determinacao da Atividade Antimicrobiana de C. sativum:
Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados na Divisao de

Microbiologia do CPQBA/UNICAMP, sob orientacdao da Dra. Marta Cristina Teixera Duarte.

O odleo essencial, extratos e fragbes de C sativum foram investigados contra
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diferentes espécies da levedura Candida gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. José Francisco
Hofling do Departamento de Biologia Buco Dental — area de Microbiologia e Imunologia da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba - FOP/UNICAMP.

Foram estudadas as seguintes espécies: C. albicans CBS 562; C. tropicalis CDS 94;
C. parapsilosis CBS 604; C. dubliniensis CBS 7987 e C. krusei CBS 573.

4.4.2 - Meios de cultura:

Meio para manutencdo das leveduras: Agar Sabouraud Dextrose, contendo (g/L):
peptona, 10,0; glicose, 40,0; agar-agar, 15,0; agua destilada g.s.p. 1000 mL.

As leveduras foram cultivadas periodicamente nesse meio, incubadas a 36 °C até
crescimento e armazenadas sob refrigeracdo. Réplicas das culturas foram mantidas em

criotubos com glicerol a - 70 °C.

O meio utilizado para testes de atividade antimicrobiana foi caldo RPMI 1640

(INLAB), contendo L-glutamina, sem bicarbonato.

4.4.3- Preparo e Esterilizacao do meio RPMI 1640:

Os materiais utilizados para o preparo do meio RPMI 1640 foram esterilizados em
autoclave e secos em estufa a 45 °C, com antecedéncia. Para preparo do meio, 20 g de
dextrose foram dissolvidos em 500 mL de agua deionizada esterilizada. A seguir, 0 meio
RPMI 1640 foi adicionado sob agitacao constante, e o volume completado com agua para
1000 mL.

Para esterilizacao, o meio foi filtrado em membrana Millipore (0,22 um e 47 mm
didmetro) a vacuo, e o filtrado recolhido em frascos Schott estéreis, vedados com
parafilm® e envolvidos por papel aluminio. O meio permaneceu em estufa 37 °C por 24 h
para confirmacdo da esterilidade, através da observacao de possiveis turvacdoes. O meio
foi entdo armazenado em geladeira e utilizado por um periodo de até 30 dias.
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4.4.4- Avaliacao da atividade anti-Candida das amostras de C.
sativum pelo método da microdiluicao (CLSI, 2002):

Em uma microplaca esterilizada de 96 orificios ou pocos, foram depositados 100 pL
de caldo RPMI 1640, com excecao da coluna 12, utilizada para os controles.

Na coluna 1 - linha A foram acrescentados 50 uL do material vegetal a ser
investigado, em solucdo com concentracao de 4 mg/mL (uma substancia diferente para
cada numero ou coluna). Em seguida, 100 puL do conteudo do orificio foram
homogeneizados com o meio e transferidos para o orificio da linha seguinte (B),
repetindo-se este procedimento até a linha H, de modo a obter uma concentragao
decrescente (1000 — 15,6 pug/mL) . Os 100 uL finais foram desprezados.

Uma suspensao de 100 ulL das diferentes espécies de Candida de crescimento
recente (24 h), cuja turvacao foi comparada a escala de McFarland n° 0,5 e diluidos para
concentracdo final de 10° células/mL foram adicionados. As placas foram seladas com
parafilm® e incubadas por 24 h a 37 °C. A MIC (Concentracdo Minima Inibitoria) foi
definida como a menor concentracdo do extrato ou dleo capaz de impedir o aparecimento
de coloragao amarela (o meio RPMI sofre alteracdo de cor, de rosa para amarelo quando
ocorre crescimento microbiano).

Foram também incluidos nos testes controles dos antifingicos fluconazol e nistatina,
controle para confirmacao da esterilidade do meio de cultura e controle do crescimento do

microrganismo.
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FIGURA 6- Ilustracdo do teste de atividade antimicrobiana através do método da microdiluicdo.
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5 - Resultados:

5.1.- Obtencao do Oleo Essencial de C. sativun:

Para a obtencdo do OE partiu-se de 7500 g de folhas frescas de C. sativum
obtendo-se 2,06 g de OE, representando um rendimento de 0,03 % (massa fresca). O
oleo apresentou coloragao verde escuro e aroma levemente citrico.

A determinacao do Teor de Umidade do coentro resultou em 8 % da massa seca,

representando 92 % de umidade, o que justifica o baixo rendimento do dleo essencial.
5.1.2. Analise do Oleo Essencial por CCD:

O dleo Essencial foi analisado por CCD utilizando diclorometano como eluente o

que permitiu uma boa resolucao conforme demonstrado na figura 7.
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FIGURA 7: CCD do OE eluida com diclorometano e revelada com solugao de anisaldeido.

5.1.3. - Avaliacao da composicao do OE por CG-EM:

A avaliacdo da composicdo quimica do OE foi realizada por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). Estes resultados sdao apresentados na

tabela 1. Os constituintes foram identificados por comparacdao dos espectros de massas
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com os da biblioteca espectral Nist-05, bem como por comparacao dos dados de fndice de
Retencdao e espectros de massas da literatura (Adams, 2007), coletados em condicOes

cromatograficas similares.

Tabela 01- Principais constituintes identificados no OE de C. sativum.

Oleo Essencial de C. sativum

tk min M % relativa Composto
3,74 98 0,43 2-hexenal
3,82 100 10,34 3-hexenol
3,96 100 3,82 2-hexenol
4,56 128 1,41 nonano
10,54 196 0,55 Acetato de Linalol
14,79 156 4,76 n- decanal
17,07 98 1,01 2-ciclohexenol
17,60 156 18,05 2E-decenol
17,75 158 24,17 1-decanol
21,75 154 0,77 Octilciclopropano
23,23 184 3,02 n-dodecanal
25,53 182 2,88 2-dodecenal
25,86 184 17,55 2Z- dodecenol
25,91 168 1,11 ciclododecano
31,17 212 0,87 tetradecanal
33,47 212 3,10 2E-tetradecenol

Tempo de retencdo (tz), massa molar (M) e fracdo em porcentagem da area total integrada para o
cromatograma (%).

Os principais constituintes do OE em termos de porcentagem da area sao aldeidos
e alcoois de cadeia linear que variam de 6 a 14 atomos de carbono, dentre os quais
destacamos o 2E-decenol (18,05 %), 1-decanol (24,17 %) e 2Z-dodecenol (17,55 %). O

cromatograma obtido por CG-EM estda apresentado na Figura 8.
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FIGURA 8- Cromatograma do OE obtido a partir de folhas frescas de C. sativum.

Os espectros de massas do 2E-decenol, 1-decanol, e 2Z-dodecenol, principais

constituintes do OE estdo apresentados nas figuras 9, 10 e 11, respectivamente.
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FIGURA 9: Espectro de massas do 2E-decenol (CioH,00; M = 156).
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FIGURA 10: Espectro de massas do 1- decanol (CioH,00; M = 158).
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FIGURA 11: Espectro de massas do 2Z-dodecenol (C;,H,,0; M = 184).

5.2 - Fracionamento do Oleo Essencial:

Através de resultados preliminares de ensaios microbioldgicos verificou-se que
apenas OE exercia forte inibicdo sobre as diferentes espécies de Candida e por esse
motivo prosseguiu-se com o fracionamento do OE.

O OE foi fracionado em coluna seca utilizando-se diclorometano como eluente,
selecionado pelo fato deste apresentar melhor separacao dos compostos por CCD,

originando 7 fragdes que foram analisadas por CCD e CG-EM, seguido de avaliacao de
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atividade antimicrobiana. Na tabela 2 estdo apresentados as massas e rendimentos de

cada fracao do OE.

Tabela 2: Massas e rendimentos das FOE obtidas por coluna seca.

FRACAO MASSA (mg) Rendimento (%)
FOE 1 84,3 17

FOE 2 49,5 10

FOE 3 21,6 4

FOE 4 82,4 16

FOE 5 164,8 33

FOE 6 50,9 10

FOE 7 40,9 8
TOTAL 4944 98

5.2.1- Analise das Fracdes de Oleo Essencial por CCD:

Na figura 12 estd apresentada a cromatoplaca do OE e das fragdes obtidas por

coluna seca, onde se pode avaliar que o fracionamento foi eficiente.

FIGURA 12: CCD do OE e FOE obtidos a partir da coluna seca eluida com diclorometano e

revelada com solucdo de anisaldeido.



5.2.2 - Avaliacao da composicao quimica das Fracoes do OE por CG-EM:

De modo andlogo ao OE, os principais compostos presentes nas sete fragoes

obtidas em coluna seca foram identificados por CG-EM e estao apresentados na tabela 3.

Tabela 3- Principais compostos identificados no OE e nas FOE de C. sativum.

% Relativa dos Compostos

COMPOSTO tr min M

OE FOE1 | FOE2 | FOE3 | FOE4 | FOE5 | FOE6 | FOE 7
2-hexenal 3,73 98 0,44 - - 2,62 - - 0,36 2,76
3-hexenol 3,82 100 10,34 - - - 0,69 | 10,49 | 16,29 | 2,93
2-hexenol 3,96 100 3,82 - - - 0,38 4,37 6,22 3,38
n-decanal 14,78 156 4,76 | 24,77 | 24,95 | 4,42 - - - -
2- decenal 17,19 154 - - 3,10 15,93 - - - -
2E-decenol 17,59 156 18,05 - - - 30,12 | 35,04 - 6,73
1-decanol 17,75 158 24,17 | 2,16 - - 11,41 | 22,42 | 54,78 | 1,42
n- dodecanal 18,99 184 - 2,85 1,86 - - - - -
1-undecanol 21,77 172 - - - - 0,58 1,10 1,08 14,98
tridecanal 23,29 198 3,02 | 29,26 | 1443 | 2,38 - - - -
2-dodecenal 25,53 182 2,88 0,64 | 14,89 | 30,41 - - - -
2Z- dodecenol 25,86 184 17,55 - - - 39,88 | 20,71 6,15 -
tetradecanal 31,17 212 0,86 13,04 | 3,33 0,51 - - - 2,53
2E-etradecenol 33,47 212 3,10 - 26,28 | 27,00 | 8,30 2,94

Tempo de retengdo (tz), massa molar (M) porcentagem relativa em area (%).

Na tabela 4 estdo apresentadas as porcentagens relativas em area dos alcoois e

aldeidos presentes no OE e nas fragdes do dleo essencial.

Tabela 4- Porcentagem relativa (%) de alcoois e aldeidos na constituicao do Oleo

essencial e Fragdes o Oleo Essencial de C. sativum.

% Relativa dos Compostos
Composto
OE FOE 1 FOE2 | FOE3 | FOE4 | FOE5 | FOE6 FOE 7
Aldeidos 11,96 69,90 62,56 53,64 - - 0,36 28,89
Alcoois 77,03 2,16 26,28 27,00 64,00 95,90 83,43 31,97




5.2.3 - Avaliacao da composicao da FOE 1 por CG-EM:

Os principais constituintes da FOE 1 sdo os aldeidos: n-decanal, tz = 14,79 min
(24,77 %), tridecanal tz = 23,27 min (29,26 %) e tetradecanal tz =31,20 min (13,04 %)
apresentados na figura 13.
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FIGURA 13- Cromatograma da FOE 1 de C. sativum.

5.2.4 - Avaliacao da composicao da FOE 2 por CG-EM:

Dentre os principais constituintes da FOE 2 destacamos o n-decanal tz = 14,89
min (24,95 %), tridecanal t; = 23,29 min (14,43 %) e 2-dodecenal t; = 25,62 min (14,89
%) e 2E-tetradecenol tz = 33,47 min (26,28 %) apresentados na figura 14.
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FIGURA 14- Cromatograma da FOE 2 de C. sativum.
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5.2.5 - Avaliacao da composicao da FOE 3 por CG-EM:

Na Fracdao 3 detectou-se a predominancia dos compostos: 2-decenal tz = 17,19
min (15,93 %), 2-dodecenal tz = 25,69 min (30,41 %) e 2E-tetradecenol tz = 33,47 min
(27,00 %) apresentados na figura 15.
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IGURA 15 - Cromatograma da FOE 3 de C. sativum.

5.2.6 - Avaliacao da composicao da FOE 4 por CG-EM:

Os compostos majoritarios desta fracdo sao 2E-decenol tr = 17,59 min (30,12 %),
1-decanol t = 17,75 min (11,41 %), 2Z-dodecenol tx = 25,86 min (39,88 %) e 2E-
tetradecenol tz = 33,47 min (8,30 %) apresentados na figura 16.
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FIGURA 16- Cromatograma da FOE 4 de C. sativum.



5.2.7 - Avaliacao da composicao da FOE 5 por CG-EM:

Destaca-se entre os alcoois: 3-hexenol tg = 3,82 min (10,49 %), 2E-decenol tz =
17,59 min (35,04 %), 1-decanol tz = 17,75 min (22,42 %), Z-2-dodecenol tx = 25,86
min (20,71 %) e 2E-tetradecenol tz = 33,47 min (2,94 %). Na figura 17 esta apresentado

a Cromatograma da FOE 5.
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FIGURA 17- Cromatograma da FOE 5 de C. sativum.

5.2.8 - Avaliacao da composicao da FOE 6 por CG-EM:
Ocorre a predominancia de alcoois: 3-hexenol t; = 3,82 min (16,29 %) e 1-
decanol tz = 17,75 min (54,78 %), os quais estao representados no Cromatograma da

figura 18.
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FIGURA 18- Cromatograma da FOE 6 de C. sativum.
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5.2.9 - Avaliacao da composicao da FOE 7 por CG-EM:

Na FOE 7 ocorre a presenca majoritaria dos alcodis: 1-undecanol tz = 21,72 min
(14,98 %) e 2-decenol tr = 17,54 min (6,73 %), conforme observado na figura 19.
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FIGURA 19- Cromatograma da FOE 7 de C. sativum.

5.3-Obtencao do EHE e EHA de C. sativum:

Para obtencdo dos extratos hexanico e hidroalcodlico, as folhas frescas de C
sativum foram secas e moidas, obtendo-se aproximadamente 8 % de massa seca,
representando 92 % de umidade.

A partir de 10 g das folhas secas e moidas de C. sativum foram obtidos 0,43g do
EHE e 2,34 g do EHA. Estes dados representam rendimentos de 4,3 % e 23,4 % para o
EHE e EHA, respectivamente.

Apds os resultados dos ensaios microbioldgicos verificou-se que apenas o OE
apresentava melhor atividade anti-candida, o que nos motivou a dar prioridade para o
fracionamento do OE conforme descrito anteriormente e os estudos quimicos com os

extratos foram suspensos.



5.3.1-Analise comparativa do OE e extratos por CCD:

Os OE, EHE e EHA obtidos a partir das folhas de C. sativum foram analisados por
CCD em diferentes eluentes com o objetivo de selecionar um eluente que produzisse uma
boa separagao dos componentes.

Na figura 20 (A) podemos verificar que as amostras do OE e EHE eluidas com
hexano:acetato etila (90:10 v/v) apresentaram uma boa separacdo dos compostos,
enquanto que para o EHA os compostos ficaram retidos no ponto de aplicagao.

Na placa (B), onde se utilizou como eluente cloroférmio: metanol (80:20 v/v)
observou-se uma melhor separacao dos compostos presentes no EHA, entretanto este

eluente foi improprio para andlise do OE e EHE.

TR
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FIGURA 20: CCD do OE, EHE e EHA eluidas com hexano acetato etila (90:10) (A); e Cloroférmio:

metanol (80:20) (B), ambas reveladas com anisaldeido.

5.4- Atividade antimicrobiana de C. sativunm:

Conforme descrito anteriormente, o OE, EHE e EHA foram testados quanto a
atividade antimicrobiana frente a diferentes espécies da levedura Candida .

Os resultados de MIC (ug/mL) estdao apresentados na Tabela 5. De acordo com os

resultados verificamos que o OE de C sativum apresentou atividade contra a maioria das

espécies de Candida estudadas, com excecao de C. tropicalis CBS 94. Tal atividade



variou de 125 pg/mL (para C. parapsilosis CBS 604) a 500 ug/mL (para C. albicans CBS
562).

O EHE e o EHA foram capazes de inibir apenas C. parapsilosis CBS 604. Nao foi
verificada inibicdo para o EHE e o EHA para as demais espécies, na faixa de concentracdao

investigada.

Tabela 5- Atividade antimicrobiana dos OE, EHE e EHA de C. sativum frente a diferentes

espécies de Candida.

MIC (pg/mL)
OE EHE EHA Nistatina Fluconazol
C. albicans CBS 562 500 * * 2 63
C. krusei CBS 573 250 * * 0,5 15
C. parapsilosis CBS 604 125 250 250 8 7
C. dubliniensis CBS 7987 250 * * 1 7
C. tropicalis CBS 94 * * * 16 125

* MIC >1000 pg/mL

A comparacao dos resultados de atividade anti-Candida de C. sativum com a de
antibidticos padroes, mostra que 0s mesmos apresentam inibicdo a MICs
consideravelmente inferiores.

Quando se compara a atividade de produtos naturais com a de antibidticos
padrdes, ndo existe ainda um consenso sobre o nivel de inibicao aceitavel, sendo que
alguns autores consideram somente resultados similares aos de antibidticos, enquanto
outros consideram como resultados satisfatorios aqueles com niveis de inibicao superior.
Duarte et al. (2005) propuseram com base no trabalho de Aligianis et a/. (2001), uma
classificagdo para materiais vegetais com base nos resultados de MIC, considerando como:
forte inibicdo — MIC até 500 pg/mL; inibicao moderada - MIC entre 600 e 1500 pg/mL e
com fraca inibigdo- MIC acima de 1500 pg/mL.

Assim, baseando-se na classificacdo proposta por de Duarte et a/. (2005) podemos

afirmar que o dleo essencial de C. sativum apresentou forte inibicdo e amplo espectro



antimicrobiano frente as espécies de Candida, sendo assim escolhido para os testes de
fracionamento.

Os resultados de atividade das fracOes do dleo essencial de C sativum estao
apresentados na Tabela 6. Devido a massa insuficiente das FOE 3 e FOE 7, as mesmas

ndo foram testadas.

Tabela 6- Atividade antimicrobiana das FOE de C. sativum frente a diferentes espécies

De Candida.
MIC (ug/mL)
FOE 1 FOE 2 FOE 4 FOE 5 FOE 6 Nistatina Fluconazol
C. albicans CBS 562 * 1000 31 63 31 2 63
C. krusei CBS 573 * 125 63 250 63 0,5 15
C. parapsilosis CBS 604 31 1000 7 10 7 8 7
C. dubliniensis CBS 7987 * 500 7 31 15 1 7
C. tropicalis CBS 94 * * 63 125 63 16 125

* MIC >1000 pg/mL



6 — DISCUSSAO:

Em nosso trabalho obtivemos o dleo essencial a partir das folhas frescas de C
sativum e os extratos hexanico e hidroalcodlico a partir das folhas secas e moidas.

Esse material vegetal foi submetido aos ensaios de atividade antimicrobiana frente
as diferentes espécies de Candida e demonstraram que os extratos hexanico e
hidroalcodlico nao apresentaram atividade antimicrobiana, enquanto o 6leo essencial
mostrou-se ativo para todas as linhagens avaliadas.

Na anadlise de CCD do 6leo essencial foi utilizado como eluente o diclorometano por
apresentar uma melhor separacao dos compostos sendo utilizado novamente como
eluente no fracionamento do OE por coluna seca.

O dleo essencial por apresentar melhor atividade anti-candida foi fracionado em
coluna seca originando sete fragOes, as quais foram submetidas a analise por CG-EM e aos
ensaios de atividade antimicrobiana.

Nos ensaios de atividade antimicrobiana a fracao 1 apresentou forte inibicao
apenas contra a C parapsilosis e inatividade para as demais espécies de Candida
estudadas, enquanto a fracdo 2 apresentou uma inibicdo moderada frente as diferentes
espécies de Candida.

Os resultados mostram que as FOE 4, 5 e 6 apresentaram as melhores MICs, com
forte inibicao. Considerando a abrangéncia sobre as diferentes espécies de Candida as
mesmas apresentaram um amplo espectro antimicrobiano, com MICs variando entre 7 e
250 pg/mL. Comparando os valores de MIC das fracdes 4, 5 e 6 com os antibioticos
padrdes verificamos que os mesmos apresentaram inibicao similar para C. albicans CBS
562, C. parapsilosis CBS 604, C. dubliniensis CBS 7987 e C. tropicalis, destacando-se assim
as fracdes 4 e 6 com valores de MICs de 7 a 63 pg/mL, enquanto os valores de MICs
obtidos para o OE variaram de 125 a 500 pg/mL.

Na andlise do 6leo essencial por CG-EM evidenciou-se a presenga de alcoois e
aldeidos de cadeia linear como: 1-decanol (24,17 %), 2E-decenol (18,05 %), 2Z-
dodecenol (17,55 %), 3-hexenol (10,34 %) seguido de n-decanal, 2-hexenol, tridecanal,

2E-dodecenal e 2-hexenal.



Kubo (2004) detectou no OE das folhas frescas de C sativum os seguintes
constituintes: decanal, 2E-decenal, 2E-dodecenal, nonano, linalol, tetradecanol, 2E-
undecenol, dodecanal, 2E- tridecenal, octanal, undecanal, nonanal e 2E- hexenal.

Segundo Delaquis et al. (2002) o dleo essencial das folhas de Coriandrum sativum
possui uma mistura heterogénea de constituintes como alcool, aldeidos, alcanos e
terpenos, onde identificou como compostos majoritarios do OE: linalol (25 %), 2E-decenal
(20,2 %), decanal (8,4 %), 2E- decenol (7,9 %), 1-decanol (3,9 %), alfa-pinene (2,7
%), nonano (2,5 %), canfora (1,9 %), D-limoneno (1,8 %), carvona (1,2 %), alfa-
terpineno (0,9 %), octanol e 3-hexenol (0,3 %).

Quinze compostos volateis foram extraidos das folhas e raizes de uma espécie
chinesa de C. sativum, sendo os majoritarios: 2E-tridecenal (19,29 %), 1-decanol (16,52
%), 2E-dodecenal (13,99 %), 2E-decenol (13,71 %), decanal (9,12 %), 2-decenal
(8,41 %), 8E- dodecenil (5,63 %), 3-hexenol (1.54 %), dodecanal (1,05 %), 1-hexenol
(0,29 %), hexadecane (0,59 %), 5E- dodecenol (0,65 %) , 2E- decenol (0,35 %) (Deng,
2003).

Nossos resultados quimicos estao de acordo com Delaquis (2002), Deng (2003) e
Kubo (2004), entretanto estes citam varios terpenos como compostos majoritarios, os
quais nao foram observados em nossas analises. E com relacao aos demais compostos
quimicos encontrados em nosso estudo, os mesmos foram reportados por estes autores,
no entanto em menor quantidade.

Os compostos majoritarios encontrados no OE estudado sdo alcoois de cadeia
linear (Cs a Cy4) perfazendo cerca de 77 % enquanto os aldeidos correspondem a 11 % de
sua constituicao.

As fragdes mais apolares (fracao 1 a 3) obtidas em coluna seca apresentaram
maior teor de aldeidos em sua constituicdo, enquanto as fracdes mais polares (4 a 6) sao
enriquecidas em alcoois.

A fragdo 4 é constituida por 64% de alcoois enquanto na fracdo 5 observa-se
95,9 % desses compostos, destacando-se o 2E-decenol, seguido de 1-decanol , 2Z-
dodecenol e a fracdo 6 apresenta 83,43% de alcoois de cadeia longa com predominancia
do 1-decanol (54,78 %). Observamos que a porcentagem relativa de alcoois presente
nas fracdes mais polares (FOE 4, 5 e 6) sao superiores as detectadas no OE bruto,

demonstrando a particularidade quimica de cada fracdo associada ao diferentes espectros

40



antimicrobianos, sendo que Delaquis (2001) relata que na medida em que a massa
molecular dos compostos alcodlicos aumenta ocorre concomitantemente maior inibigao
antimicrobiana.

Delaquis et al (2002) relataram que o Oleo essencial bruto de C sativum
apresentou atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes devido a presenca
alcoois e aldeidos de cadeia longa (Cs -Cyo). Entretanto apds fracionamento apenas uma
das 11 fragdes apresentou atividade, sugerindo que o potencial de inibicao e o espectro de
acado antimicrobiana das fragdes diferem e muitas vezes excedem os valores de referéncia
do dleo essencial bruto, sugerindo uma complexa interacao entre compostos individuais
levando a uma potente atividade inibidora.

Segundo Kubo (2003) os alcoois atravessam a membrana plasmatica através de
difusdo passiva ou canais idnicos. S3o compostos quimicamente estaveis e ndo interagem
com grupos biologicamente importantes no citosol ou na bicamada lipidica e sua atividade
antimicrobiana esta relacionada a acao surfactante ndo-idnica que produz o rompimento
fisico da membrana flngica.

Os aldeidos alifaticos alfa e beta insaturados desorganizam e rompem as camadas
lipidicas, destruindo as ligagdes de hidrogénio presentes nas mesmas. Dessa maneira a
estrutura celular torna-se comprometida favorecendo a penetragao desses compostos que
ao atingir a regido intracelular reagem com grupos nucleofilicos biologicamente
importantes (Kubo, 2001).

Em nosso estudo pudemos confirmar que as fragdes mais apolares (FOE 1-3)
enriquecidas em aldeidos ndao demonstraram atividade antimicrobiana frente as cinco
diferentes espécies de Candida testadas, enquanto as fracdes mais polares (FOE 4-6) com
maior concentracao de alcoois, apresentaram forte inibigdo frente as diferentes espécies
de Candida o que pode ser explicado devido ao rompimento fisico das membranas
fungicas, conforme mecanismo de agdo sugerido por Kubo (2003).

Devido ao fato do dleo essencial apresentar baixa concentracao de aldeidos em
contraste a altas concentracdoes de alcoois (Cs -Ci4), Sugerimos que 0S mesmos S3o
responsaveis pela atividade antimicrobiana frente as diferentes espécies de Candida , uma
vez que as fragbes mais ativas apresentam maior teor em alcoois do que o OE bruto.

Num trabalho futuro, tentaremos isolar os compostos majoritarios das fragdes mais

polares com objetivo de testa-los individualmente e confirmamos suas atividades.
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7 — CONCLUSOES:

e O Odleo essencial de C. sativum apresenta atividade antimicrobiana frente a
diferentes espécies de Candida.

¢ As analises do OE e FOE por CG-EM revelaram a presenca de alcoois e aldeidos de

cadeia linear cuja predominancia variaram em cada fragdo de acordo com a polaridade.

e As fragdes mais apolares (FOE 1-3) com predominancia de aldeidos nao exibiram

atividades antimicrobianas.

e Enquanto as fragbes polares (FOE 4-6) enriquecidas com alcoois demonstraram

atividades antimicrobianas.

e Constatacdo que os EHE e EHA de C. sativum nao apresentaram atividades

antimicrobianas.

¢ Os dlcoois de cadeia longa presentes nas frages 4, 5 e 6 provavelmente sejam os

responsaveis pela atividade antimicrobiana.
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ANEXOS

1- LISTAS DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CCD Cromatografia de Camada Delgada.

CG-EM Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.
EHA Extrato Hidroalcodlico de Coriandrum sativum.

EHE Extrato Hexanico de Corindrum sativum.

FOE Fracao do dleo essencial de Coriandrum sativum.

Mg/mL Microgramas por mililitro.

ML/mL Microlitro por mililitro.

OE Oleo essencial.
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2- LISTAS DAS ILUSTRACOES
C. sativum (A) em florescimento (B) e folhas (C).
Sementes (A), condimentos (B) e raiz (C).
Colbnia de fungos filamentosos e estrutura de hifas.

Bolores e leveduras entre outros microrganismos (A) e levedura
em diversos estagios de brotamento (B).

Candidiase oral

Ilustracao do teste de atividade antimicrobiana através do
método de microdiluicdo.

CCD do OE eluido com diclorometano e revelado com
anisaldeido.
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Figura 20
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Tabela 5

Tabela 6

CCD comparativa do OE, EHE e EHA.

Principais constituintes identificados no OE de C. sativumn.
Massas e rendimentos das fragdes do OE.

Principais compostos identificados no OE e nas FOE de C
sativum.

Porcentagem relativa (%) de alcoois e aldeidos na constituicdo

dos OE e FOE.

Atividade antimicrobiana do OE, EHE e EHA frente diferentes
espécies de Candida.

Atividade antimicrobiana das FOE frente diferentes espécies de
Candida.
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