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RESUMO

As infec¢des causadas por espécies do género Candida, especialmente Candida
albicans, representam uma preocupagao crescente na saude humana devido a sua
capacidade de provocar infec¢des oportunistas que variam de manifestagdes leves a
condigdes sistémicas graves. A viruléncia de C. albicans esta associada a diversos
fatores, como adesdo e invasao de tecidos do hospedeiro, variacdo fenotipica
transicdo morfolégica e formacado de biofilmes, tornando o tratamento e controle
dessas infecgdes um desafio. A crescente resisténcia antifungica e a limitagdo de
opcbes terapéuticas eficazes reforcam a necessidade de novas alternativas
terapéuticas. Nesse contexto, compostos naturais, como os 6leos essenciais, tém se
destacado, sendo o 6leo essencial de Cymbopogon martinii (Palmarosa) uma das
alternativas promissoras, especialmente por conter geraniol como composto
majoritario, um monoterpeno com propriedades antimicrobianas. Este estudo teve
como objetivo avaliar a atividade antifangica do 6leo essencial de Cymbopogon
martinii contra cepas de Candida spp., com foco na sua interferéncia na formacgéo de
tubos germinativos e biofilmes de C. albicans (ATCC MYA-2876). A atividade
antifingica foi determinada por meio dos testes de Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracao Fungicida Minima (CFM), que indicaram efeito fungicida para
todas as cepas testadas. Para C. albicans (ATCC MYA-2876), os valores de CIM e
CFM foram de 1 mg/mL, evidenciando a eficacia do 6leo essencial. Além disso, o éleo
demonstrou inibicdo total da formacdo de tubos germinativos apés 4 horas na
concentracao de CIM (1 mg/mL), e reduziu significativamente a biomassa de biofilmes
nos estagios iniciais de desenvolvimento. O 6leo essencial também apresentou efeitos
importantes sobre os biofilmes de C. albicans ap6s 24 horas de formagéo,
evidenciando sua capacidade de atuar tanto nos primeiros estagios quanto ap6s mais
tempo de desenvolvimento. A analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
revelou alteragées morfolégicas nas células fungicas tratadas, sugerindo impacto
direto na integridade celular. Os resultados deste estudo destacam o éleo essencial
de Cymbopogon martinii como uma alternativa promissora no combate a infec¢des
por Candida, especialmente C. albicans, devido a sua capacidade de inibir a formacao
de tubos germinativos e reduzir a biomassa de biofilmes em diferentes estagios de

desenvolvimento. Diante da crescente resisténcia antifungica, esses achados



reforgam o potencial terapéutico desse 6leo essencial como uma estratégia inovadora

para o controle de infec¢des fungicas.

Palavras-chave: Candida albicans, candidiase, biofilmes, oleos essenciais,
Cymbopogon martinii.



ABSTRACT

Infections caused by species of the genus Candida, especially Candida albicans,
represent a growing concern in human health due to their ability to cause opportunistic
infections that range from mild manifestations to severe systemic conditions. The
virulence of C. albicans is associated with several factors, such as adhesion and
invasion of host tissues, phenotypic variation, morphological transition and biofilm
formation, making the treatment and control of these infections a challenge. Growing
antifungal resistance and the limitation of effective therapeutic options reinforce the
need for new therapeutic alternatives. In this context, natural compounds such as
essential oils have been highlighted, with the essential oil of Cymbopogon martinii
(Palmarosa) being one of the promising alternatives, especially as it contains geraniol
as the majority compound, a monoterpene with antimicrobial properties. This study
aimed to evaluate the antifungal activity of Cymbopogon martinii essential oil against
Candida spp. strains, focusing on its interference in the formation of germ tubes and
biofilms of C. albicans (ATCC MYA-2876). The antifungal activity was determined
using the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal
Concentration (MFC) tests, which indicated a fungicidal effect for all the strains tested.
For C. albicans (ATCC MYA-2876), MIC and MFC values were 1 mg/mL,
demonstrating the efficacy of the essential oil. In addition, the oil showed total inhibition
of germ tube formation after 4 hours at the MIC concentration (1 mg/mL), and
significantly reduced biofilm biomass in the early stages of development. The essential
oil also showed significant effects on C. albicans biofilms after 24 hours of formation,
demonstrating its ability to act both in the early stages and after a longer period of
development. Scanning Electron Microscopy (SEM) analysis revealed morphological
changes in the treated fungal cells, suggesting a direct impact on cell integrity. The
results of this study highlight the essential oil of Cymbopogon martinii as a promising
alternative in the fight against Candida infections, especially C. albicans, due to its
ability to inhibit the formation of germ tubes and reduce the biomass of biofilms at
different stages of development. In the face of growing antifungal resistance, these
findings reinforce the therapeutic potential of this essential oil as an innovative strategy

for controlling fungal infections.



Keywords: Candida albicans, candidiasis, biofilms, essential oils, Cymbopogon

martinii.
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1. INTRODUCAO

As espécies de Candida representam uma preocupacao significativa para
a saude humana e os sistemas de saude globais devido a sua capacidade de causar
infeccdes oportunistas. Entre as espécies mais patogénicas e mais virulentas,
destaca-se a Candida albicans, um fungo comensal que pode se tornar patogénico
em condigdes de imunossupressdo ou desequilibrio da microbiota (Pappas et al.,
2016). Infecgdes causadas por C. albicans variam de infecgdes mucocutaneas, como
a candidiase oral e vaginal, até infeccées sistémicas graves que podem ser fatais,
especialmente em pacientes hospitalizados ou com sistema imunologico
comprometido (Sardi et al., 2013).

A viruléncia de C. albicans esta associada a diversos fatores, incluindo a
capacidade de aderir e invadir tecidos do hospedeiro, formacao de biofilmes, secrecao
de enzimas hidroliticas e variacao fenotipica (Gucwa et al.,, 2018). A formacao de
biofilmes, em particular, contribui para a resisténcia a tratamentos antifungicos e
protecdo contra o sistema imunolégico do hospedeiro. Estes fatores de viruléncia
tornam o controle e tratamento das infecgdes por Candida um desafio constante para
a medicina moderna e sistemas de saude (Khan et al., 2013).

Diante da crescente resisténcia antifiungica e da limitacdo de opcdes
terapéuticas eficazes, a busca por novos farmacos antifUngicos é de extrema
importancia. Estudos recentes tém explorado a potencialidade de compostos naturais,
como o0s Oleos essenciais de plantas, que demonstram atividade antifungica
promissora (Kalua & Bedane, 2020). Entre esses, os 6leos essenciais de
Cymbopogon matrtinii, popularmente conhecido como palmarosa, tém se destacado
(Tibenda et al., 2022).

O 6leo essencial de palmarosa € composto majoritariamente por geraniol,
um monoterpeno com propriedades antimicrobianas. Estudos demonstram que o 6leo
essencial de C. martinii possui significativa atividade antifiungica contra varias
espécies de Candida, incluindo C. albicans (D’avila & Rosa, 2019; Huang et al., 2024).

A pesquisa sobre o uso de dleos essenciais, como o de palmarosa, no
combate as infec¢des por Candida é essencial ndo apenas por sua eficacia, mas
também pelo seu potencial de reduzir a dependéncia de antifungicos sintéticos e
minimizar os efeitos colaterais associados. O desenvolvimento de novos tratamentos
baseados em compostos naturais pode oferecer uma alternativa viavel e sustentavel

no manejo de infecgdes fungicas (Yadav & Singh, 2020). Os 06leos essenciais
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destacam-se como uma solugao pratica e sustentavel devido a sua origem renovavel,
ja que sado derivados de plantas, uma fonte natural que pode ser cultivada e colhida
de forma responsavel. Além disso, sua extracao e uso, quando bem manejados, tém
um impacto ambiental significativamente menor em comparacdo com a producao de
compostos quimicos sintéticos. Por serem biodegradaveis e menos persistentes no
ambiente, contribuem para a redugao da polui¢cdo. Sua versatilidade é outro ponto de
destaque, permitindo substituir substancias tdéxicas em cosméticos, produtos de
limpeza, pesticidas e medicamentos, oferecendo alternativas mais ecoldgicas e
alinhadas com o mercado crescente de produtos naturais e sustentaveis (Carrubba &
Catalano, 2009).

Estudos recentes tém evidenciado que o éleo essencial de Cymbopogon
martinii ndo sé inibe o crescimento de C. albicans, mas também ¢é eficaz na inibicao
da formacéao de biofilmes, um dos principais mecanismos de viruléncia dessa espécie
(Almeida & Souza, 2016). Isso sugere que o 6leo essencial de palmarosa pode ser
uma ferramenta valiosa na prevencgéao de infec¢des recorrentes e persistentes.

Além disso, o0 uso de 6leos essenciais apresenta a vantagem de uma menor
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia por parte dos patdégenos, comparado
aos antifungicos tradicionais. Isto se deve a complexa composicao quimica dos 6leos
essenciais, que dificulta a adaptacdo dos microrganismos a multiplos compostos
ativos simultaneamente (Yadav & Singh, 2020).

A exploracdo e aplicacao de Oleos essenciais, particularmente o de
Cymbopogon martinii, representa um avango promissor no combate contra as
infecgdes fungicas causadas pelo género Candida, com especial destaque para
C. albicans. A continuidade da pesquisa nesta area pode fornecer alternativas
terapéuticas eficazes e seguras, contribuindo para o aprimoramento dos cuidados de
saude e melhoria da qualidade de vida dos pacientes.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Doencas fungicas

O corpo humano abriga trilhées de microrganismos que desempenham
funcdes essenciais para a saude e o equilibrio do organismo. Essa microbiota esta
distribuida por diversas regiées, como a pele, o trato gastrointestinal, a cavidade oral
e o0 trato urogenital, englobando centenas de espécies de bactérias, fungos,
protozoarios e virus (Esmaeili et al., 2023).

Os fungos podem causar diversas doencas, porém as infeccdes fungicas
nao sao sistematicamente monitoradas no Brasil. Além disso, elas ndo integram a lista
nacional de doengas de notificagdo compulséria, o que dificulta a vigilancia
epidemioldgica. Essa lacuna resulta na auséncia de dados epidemioldgicos que
possam delinear a ocorréncia, magnitude e relevancia clinica da candidiase sistémica
em ambito nacional. Estudos indicam que a taxa de incidéncia de candidemia no Brasil
atinge 2,49 casos por 1.000 admissdes hospitalares, sendo que, em hospitais publicos
terciarios, essa taxa pode ser de duas a quinze vezes superiores aquelas registradas
em instituicoes de saude nos Estados Unidos e na Europa. Essa discrepéancia ressalta
a necessidade de uma abordagem mais rigorosa e sistematica no monitoramento e
na notificagcdo dessas infecgdes, a fim de melhor compreender sua epidemiologia e
implementar estratégias adequadas de prevencgao e controle (Brasil, [s.d]).

As espécies de Candida sao amplamente reconhecidas como patégenos
oportunistas, sendo que, embora existam aproximadamente 200 espécies desse
género, apenas uma fracdo delas desperta maior interesse clinico. As espécies de
maior relevancia incluem C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei,
C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. auris e C. albicans (Alburquenque et al., 2011).

Cada uma dessas espécies apresenta caracteristicas uUnicas que
influenciam seu comportamento patogénico e sua interacdo com o hospedeiro. Entre
essas caracteristicas, destacam-se o perfil de suscetibilidade aos antifungicos, que
pode variar entre as espécies, e o perfil de viruléncia, que determina a capacidade de
cada uma delas em causar infecgdes em diferentes contextos clinicos. Além disso, a
distribuicdo geografica dessas espécies € variavel, com diferencas observadas entre
paises, regides e até mesmo entre hospitais em uma mesma cidade. Essa
heterogeneidade sublinha a necessidade de Vvigilancia epidemioldégica e do
entendimento aprofundado das dinamicas das infec¢des fungicas com o género
Candida (Brasil, [s.d]).
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2.2 Candida spp.

A presencga de leveduras do género Candida na microbiota humana nao
indica, por si sO, a existéncia de doenca, pois essas leveduras fazem parte da
microbiota natural, colonizando a cavidade orofaringea, o trato gastrointestinal,
vaginal e a pele de individuos saudaveis sem causar sintomas clinicos. No entanto,
algumas espécies podem atuar como patégenos oportunistas em determinadas
condigdes, especialmente em individuos imunocomprometidos, como pacientes com
HIV, céncer, diabetes ou aqueles submetidos a procedimentos invasivos e
imunossupressores. Estudos indicam que Candida albicans representa cerca de 60%
dos isolados de amostras clinicas, mas outras espécies de Candida nao-albicans
como C. dubliniensis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae,
C. parapsilosis, C. rugosa e C. tropicalis, tém emergido como agentes patogénicos
relevantes (Peixoto et al., 2014; Barbosa et al, 2018; Maia et al., 2020;
Talapko et al., 2021).

As infeccdes por Candida variam de manifestagdes superficiais a quadros
sistémicos severos, sendo mais comuns em ambientes hospitalares. Além de Candida
albicans, que é a espécie predominante em amostras clinicas. Algumas apresentam
maior resisténcia a antifungicos, como fluconazol e anfotericina B, o que torna o
tratamento mais desafiador. Em especial, espécies frequentemente associadas a
candidemias e infeccbes hospitalares apresentam alta taxa de mortalidade, afetando
principalmente pacientes em estado critico ou com barreiras imunoldgicas
comprometidas (Barbedo & Sgarbi, 2010; Silva, 2011; Kumar et al., 2022; Mendoza-
Reyes et al., 2022).

2.3 Candida albicans: Importancia Clinica, Patogenicidade e Desafios
Terapéuticos

Candida albicans é um fungo comensal, dipl6ide e polimérfico, que coloniza
tecidos e mucosas do trato geniturinario, gastrointestinal, cavidade oral e pele da
maioria dos individuos saudaveis. Embora normalmente benigno, pode atuar como
patégeno oportunista, causando infec¢des superficiais e invasivas, especialmente em
individuos imunocomprometidos, como pacientes com HIV, céancer, diabetes ou
submetidos a transplantes e terapias imunossupressoras (Brasil, [s.d.]; Zipfel et al.,
2014; Bath et al., 2014; Lass-Florl et al., 2024; Parambath et al., 2024). Na unidade

de terapia intensiva (UTIl), a candidemia pode representar até 15% das infeccdes
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nosocomiais, com uma mortalidade atribuivel de aproximadamente 47%
(Chow et al., 2021).

A patogenicidade de C. albicans deve-se a uma série de fatores de
viruléncia que favorecem sua adaptacao ao hospedeiro e a resisténcia ao tratamento
antifungico. Destaca-se sua plasticidade morfolégica, que permite alternar entre as
formas de levedura unicelular, pseudo-hifas e hifas verdadeiras em resposta a
estimulos ambientais, facilitando a colonizacdo, a evasao da resposta imune e a
invasao de tecidos profundos. Além disso, a capacidade de formacéao de biofilmes em
superficies abidticas, como dispositivos médicos, contribui para infecgbes persistentes
e para o aumento da resisténcia aos antifungicos (Simoes et al., 2013; Liu et al., 2017).

A resisténcia antifungica tem se tornado um problema crescente,
comprometendo a eficacia terapéutica e dificultando o manejo clinico das infeccoes.
Esse fendmeno esta diretamente associado ao uso excessivo e inadequado desses
farmacos, favorecendo a selecdo de cepas resistentes e limitando as opc¢des
terapéuticas. Além da resisténcia, a toxicidade dos antifungicos representa um desafio
adicional, uma vez que os efeitos colaterais podem comprometer a adesao ao
tratamento e impactar a saude dos pacientes (Bergold & Georgiadis, 2004; Costa &
Santiago, 2016).

2.4 Morfologia, viruléncia e transicao morfoldgica de Candida albicans

Candida albicans é um fungo oportunista que exibe uma notavel
plasticidade fenotipica, permitindo sua adaptacdo a diferentes ambientes do
hospedeiro. Seu metabolismo desempenha papel essencial na sua sobrevivéncia e
patogenicidade, regulando a expressao génica e interagindo diretamente com o
sistema imunoldgico do hospedeiro. Os principais mecanismos de viruléncia incluem
a morfogénese levedura-hifa, adesao celular, secrecao de hidrolases e formacéo de
biofilmes. A capacidade de alternar entre levedura e hifas confere vantagem
competitiva e favorece sua persisténcia no organismo humano (Chow et al., 2021;
Pellon et al., 2022).

As células de levedura (blastoconidios) possuem formato oval e séo
essenciais para disseminag¢ao na corrente sanguinea. Os tubos germinativos, que se
desenvolvem sob condicées favoraveis, marcam o inicio da formagdo de hifas
verdadeiras, facilitando a adeséo e penetracao nos tecidos do hospedeiro. As pseudo-
hifas, que apresentam caracteristicas intermediarias, estdo associadas a colonizagédo
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em ambientes oportunistas. As hifas verdadeiras, estruturadas em crescimento
anisotrépico, sdo fundamentais na formagcdo de biofilmes e no estabelecimento da
infeccdo (Leite-Jr et al., 2023).

A viruléncia de Candida albicans resulta de fatores como adesao e invaséo
tecidual, formacédo de biofilmes, secrecdo de enzimas hidroliticas e variacao
fenotipica. A formacéo de biofilmes, em particular, desempenha papel crucial na
resisténcia a tratamentos antifungicos e na protecao contra o sistema imunolégico do
hospedeiro e € um dos principais desafios clinicos associados as infeccées por C.
albicans. Os biofilmes, predominantemente compostos por hifas, aderem a superficies
bioldgicas e abidticas, incluindo dispositivos médicos, conferindo maior resisténcia a
antifingicos e a resposta imune. A elevada taxa de mortalidade associada a infeccoes
fungicas invasivas evidencia as limitaces das terapias disponiveis. O numero restrito
de antifungicos, aliado ao aumento progressivo da resisténcia, ressalta a necessidade
urgente de novas estratégias terapéuticas (Desai et al., 2018; Gow & Lenardon, 2022;
Richardson, 2022; Leite-Jr et al., 2023).

2.5 Candida albicans (ATCC MYA-2876)

A cepa Candida albicans (ATCC MYA-2876), um isolado clinico padréo, é
uma das linhagens mais estudadas e utilizadas em pesquisa cientifica. Este isolado
destaca-se por suas caracteristicas fenotipicas e comportamentais, incluindo alta
capacidade de invasao tecidual, intensa filamentacao e robusta formacéao de biofilmes,
comuns em isolados clinicos, mas particularmente acentuados nessa cepa (ATCC,
[s.d]; Calderone & Fonzi, 2001; Jones et al., 2004; Glazier et al., 2023).

Além disso, sua consisténcia sob diversas condi¢des laboratoriais torna-a
uma referéncia em estudos de patogenicidade, resisténcia antifingica e biologia
molecular. Diversas investigacdes tém utilizado essa cepa para elucidar mecanismos
de resisténcia a antifungicos, bem como para caracterizar genes e vias envolvidos na
resposta ao estresse, adesdo ao hospedeiro e formacao de biofilmes, contribuindo
significativamente para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras.
Estudos também evidenciam sua importancia na compreensdo dos mecanismos que
permitem a evasao do sistema imunoldgico, destacando a capacidade de adaptacao
de C. albicans a diferentes ambientes (Calderone & Fonzi, 2001; Glazier et al., 2023).
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2.6 Produtos naturais como agentes terapéuticos

Considerando a elevada patogenicidade de Candida albicans e o crescente
namero de infecgdes fungicas graves e resistentes aos tratamentos convencionais, os
Oleos essenciais surgem como alternativas terapéuticas promissoras. Esses
compostos naturais, extraidos principalmente de plantas medicinais, tém mostrado
potencial contra infecgbes fungicas, oferecendo uma abordagem complementar ao
arsenal terapéutico atual e com menor risco de indugéo de resisténcia (Hou & Huang,
2024). As plantas medicinais, segundo a definicdo da Organizacao Mundial da Saude
(OMS), sao aquelas utilizadas no tratamento de diversas condigdées em humanos ou
animais, por diferentes vias de administracao, e que exercem agdes farmacoldgicas
comprovadas. Estima-se que existam cerca de 500 mil espécies de plantas no mundo,
muitas das quais possuem propriedades curativas e preventivas bem documentadas
(Gurib-Fakim, 2006; Franca et al., 2008; Brasil, 2006).

Diversos estudos tém evidenciado os efeitos benéficos de éleos essenciais
no tratamento de infeccbes causadas pelo microrganismo Candida albicans. Extratos
e Oleos extraidos de plantas como canela (Cinnamomum spp.), cravo (Syzygium spp.),
jasmim (Jasminum spp.), alecrim (Rosmarinus spp.), menta (Mentha spp.), eucalipto
(Eucalyptus spp.), lavanda (Lavandula spp.), quebra-pedra (Phyllanthus spp.), entre
outros, demonstraram a capacidade de inibir fatores de viruléncia de C. albicans,
como a transicdo morfolégica do blastoconidio para o tubo germinativo e hifa. Além
disso, os Oleos essenciais de plantas medicinais possuem atividade antifingica,
tornando-os promissores no tratamento de infecgdes superficiais causadas por
Candida (Hammer et al., 2000; Barbosa et al., 2018; D'Avila et al., 2019; Ferrdo et al.,
2020; Maia et al., 2020; Wijesinghe et al., 2020; Carvalho Bernardo et al., 2021; EI-
Baz et al., 2021; Bernardo et al., 2022; Santos et al., 2024).

Entre os Oleos essenciais, destaca-se o Oleo extraido do género
Cymbopogon spp., pertencente a familia Gramineae, que inclui diversas ervas
conhecidas mundialmente por seu alto teor de 6leo essencial. As plantas desse
género sdo amplamente distribuidas globalmente e tém uma vasta gama de
aplicagdes, desde a aromaterapia até o uso na industria alimenticia e farmacéutica,

evidenciando seu potencial terapéutico e comercial (Avoseh et al., 2015).
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2.7 Cymbopogon spp.

O género Cymbopogon, pertencente a familia Poaceae, contém mais de
140 espécies que sao encontradas globalmente em regides tropicais e subtropicais.
E amplamente distribuido e inclui diversas espécies de plantas conhecidas
principalmente por suas aplicacdes comerciais e medicinais. Nativa da Asia,
especialmente India e Paquistdo, mas amplamente cultivada em outras regides do
mundo devido a sua versatilidade (Dubey & Luthra, 2001; Kumar et al., 2022). o que
tem atraido crescente interesse nas areas de farmacologia, fitoterapia e industrias de
fragrancias e cosmeéticos. A identificacdo e o estudo de seus compostos bioativos tém
permitido explorar o potencial terapéutico das espécies deste género, em especial no
contexto de agentes antimicrobianos, anti-inflamatérios e antioxidantes (Isman, 2000;
Bakkali et al., 2008). Algumas das espécies mais conhecidas de Cymbopogon incluem
o capim-liméao (Cymbopogon citratus), o capim-santo (Cymbopogon nardus), o capim-
alecrim (Cymbopogon winterianus), o capim-palmarosa (Cymbopogon martinii) cujos
6leos essenciais possuem uma gama de propriedades farmacoldgicas de interesse
(Dubey & Luthra, 2001; Avoseh et al., 2015; Kumar et al., 2022; Sen et al., 2023).

As espécies do género Cymbopogon sao predominantemente herbaceas e
se caracterizam por folhas lineares e longas, uma morfologia tipica que facilita sua
identificacdo. A extracédo do bleo essencial dessas plantas € comumente realizada por
destilacdo a vapor, um método eficaz que preserva as propriedades quimicas e
bioativas dos compostos volateis. Entre os principais componentes do 6leo essencial,
destacam-se o citronelal, o geraniol, o neral e o citronelol, compostos conhecidos por
suas atividades biologicas. Os compostos quimicos bioativos essenciais do género
conferem o potencial anti-inflamatério, antisséptico, antipiréticos, antiespasmaddica,
analgésico, tranquilizante, diurético. Sao utilizados também para aliviar indigestao,
dismenorreia, resfriados e seus sintomas, picadas de insetos, bem como tem
propriedades antibacteriana, antifungicas e prevencao do cancer (Verdi et al., 2019;
Santamarta et al., 2020; Zahra et al., 2021; Kumar et al., 2022; Tibenda et al., 2022;
Silva et al., 2023a).

O oleo essencial de Cymbopogon tem diversas aplicacées, nao apenas
como aromatizante e em cosméticos, mas também na medicina tradicional, sendo
utilizado para o tratamento de condigdes como dores musculares, disturbios digestivos
e febres. Além disso, o 6leo essencial de Cymbopogon é reconhecido por suas

propriedades anti-inflamatérias e antimicrobianas, o que o torna valioso para diversas
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abordagens terapéuticas e vem sendo utilizado mundialmente pelas industrias de
perfumaria e cosméticos, condimentos e alimentos, industrias farmacéuticas e outras
(Dubey & Luthra, 2001; Avoseh et al., 2015; Llana-Ruiz-Cabello et al., 2015; Kumar et
al., 2022; Sen et al., 2023).

Estudos recentes tém enfatizado o potencial antifungico e antibacteriano
das espécies de Cymbopogon, especialmente contra patdgenos resistentes, como C.
albicans, a tratamentos convencionais, o que amplia suas perspectivas terapéuticas
(Dubey & Luthra, 2001; Verdi et al, 2019; Kumar et al, 2022). A pesquisa tem
demonstrado que seus compostos possuem potente acdo contra uma variedade de
patdgenos, incluindo Candida albicans (Silva et al., 2023b). Esse potencial
antimicrobiano coloca as espécies de Cymbopogon como uma alternativa interessante
no desenvolvimento de terapias naturais e complementares para o tratamento de
infecgdes fungicas e bacterianas, visto que € crescente a preocupagdo na medicina
contemporanea devido a resisténcia antimicrobiana (Avoseh et al., 2015).

Além disso, 0 género Cymbopogon € de grande importancia econémica e
ambiental, especialmente em regides tropicais e subtropicais. Seu cultivo para a
extracao de Oleos essenciais ndo apenas contribui para a geragdo de emprego e
renda, mas também tem sido considerado uma préatica sustentavel em diversas
comunidades agricolas. O potencial de cultivo em larga escala, com a crescente
demanda por produtos naturais e organicos, fortalece ainda mais o papel de
Cymbopogon nas industrias de 6leos essenciais e fitoterapicos. Sua versatilidade,
tanto do ponto de vista terapéutico quanto econdémico, torna o género um foco

continuo de pesquisas cientificas e aplicacéo industrial (Mahmoud et al., 2022).

2.1 Cymbopogon martinii

A classificacdo cientifica de Cymbopogon martinii segue a taxonomia
tradicional das plantas, sendo descrita da seguinte forma: Reino Plantae, Filo
Tracheophyta, Divisdo Magnoliophyta, Classe Liliopsida, Ordem Poales, Familia
Poaceae, Género Cymbopogon, Espécie Cymbopogon martinii (GBIF, [s.d]).

A espécie Cymbopogon martinii (Roxb.) Will. Watson, descrita inicialmente
por Roxburgh e validada por Will Watson em 1798, é particularmente conhecida pelo
6leo essencial rico em Geraniol, utilizado em perfumaria e com propriedades
antimicrobianas e anti-inflamatérias (Avoseh et al., 2015; Mabberley, 2017). E uma
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espécie rica em metabdlitos secundarios volateis com uma perspectiva industrial (Sen
et al., 2023)

A planta C. martinii possui diversos nomes populares, como palmarosa,
geranio indiano, capim-gengibre ou capim-rosa, amplamente cultivada em paises
asiaticos devido producao de seu 6leo essencial, mais comumente conhecida como
Palmarosa, é um dos botanicos do género com maior teor de Geraniol presente no
6leo essencial, sendo essa espécie a mais cultivada para obtencdo do Geraniol
(Santamarta et al., 2020). Seu 6leo € bastante utilizado para conferir aroma a
perfumes, sabonetes, cosméticos, produtos de higiene e tabaco, produtos voltados a
industria cosmética, alimenticia e farmacéutica (Dubey & Luthra, 2001; Verdi et al.,
2019; Kumar et al., 2022).

O Oleo essencial de C. martinii contém uma variedade de compostos
quimicos, entre os quais se destacam: Neral, Geranial a-Elemol, Geranila, Acetato de
Geranila, Citral, Citronelol e Geraniol, sendo este ultimo o composto predominante. O
6leo essencial de palmarosa possui um odor caracteristico e duradouro, semelhante
ao de rosas, 0 que o torna valorizado e amplamente utilizado na industria de
sabonetes, perfumaria e cosméticos no geral (Akhila, 2010; Dangol et al., 2023; Sen
et al., 2023).

Com base nas informagdes provenientes da literatura, propés-se avaliar o
6leo essencial de Palmarosa (Cymbopogon martinii) e sua acao contra as leveduras
do género Candida, especialmente C. albicans e seus fatores de viruléncia e formacéao

de biofilme.
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3. PROPOSICAO
3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos bioldgicos do Oleo
essencial de Cymbopogon martinii contra as leveduras do género Candida, bem como

a atividade contra a formagéo de tubos germinativos e biofilme de Candida albicans
(ATCC MYA-2876).

3.1  Objetivos especificos do estudo

» Analisar os compostos fitoquimicos presentes no 6leo essencial de
Cymbopogon martinii através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EMS).

» Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do éleo essencial de

Cymbopogon martinii em cepas ATCC de Candida spp.

» Determinar a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) do 6leo essencial
de Cymbopogon martinii em cepas ATCC de Candida spp.

» Determinar a tolerancia das cepas de Candida spp. ao 6leo essencial de
C. martinii utilizando a razdo entre CFM/CIM.

» Avaliar a producéo de tubos germinativos de C. albicans (ATCC MYA-
2876) apds exposicao ao 6leo essencial de Cymbopogon martinii.

» Analisar o impacto do 6leo essencial de C. martinii sobre a cinética de
formacao de biofilmes de C. albicans (ATCC MYA-2876) empregando periodos de

desenvolvimento de 2 e 24 horas.

» Verificar o efeito do déleo essencial de Cymbopogon martinii sobre a
cinética de formacao dos biofilmes da cepa Candida albicans (ATCC MYA-2876) por
Microscépio Eletronico de Varredura (MEV).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Infraestrutura disponivel

A presente pesquisa foi conduzida na instituicdo de ensino superior
Faculdade de Odontologia de Piracicaba, unidade da Universidade Estadual de
Campinas (FOP/UNICAMP), nos laboratérios da Area de Microbiologia e Imunologia
do Departamento de Diagnéstico Oral.

4.2 Microrganismos utilizados
4.2.1 Leveduras

Foram utilizadas cepas de Candida spp. com nomenclatura oficial definida
pela American Type Culture Collection (ATCC) recomendadas para testes pelo
Clinical and Laboratory Standards Institutes - CLSI (2008), sendo elas: C. albicans
(ATCC MYA-2876), C. albicans (ATCC 90028), C. dubliniensis (ATCC MYA-646),
C. glabrata (ATCC 5207), C. guilliermondii (ATCC 6260), C. krusei (ATCC 749),
C. lusitaniae (ATCC 42720), C. parapsilosis (ATCC 22019), C. rugosa (ATCC 10571)
e C. tropicalis (ATCC 750). A cepa de Candida albicans (Robin) Berkhout
(ATCC MYA-2876) foi escolhida para os ensaios de fatores de viruléncia por
apresentar interesse médico e académico. Refere-se a um isolado clinico padrao que
apresenta caracteristicas tipicas, tornando-a uma referéncia para comparacbes e
experimentos replicaveis, também é altamente invasiva e expressa filamentagéao e
formagdo de biofilme robustos em relagdo a muitos outros isolados clinicos
(Calderone & Fonzi, 2001; Cowen et al., 2002; Jones et al., 2004; Glazier et al.,2023).

4.2.2 Reativacao de microrganismos

As cepas utilizadas neste estudo foram obtidas da cole¢cdao microbioldgica
do laboratério da Area de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba (FOP/UNICAMP). Os microrganismos estavam armazenados em
ultrafreezer a -80°C, em microtubos, tipo Eppendorf, contendo glicerol 80%. Para
reativacao das leveduras do género Candida utilizou-se meio de cultura Yeast extract
Peptone Dextrose (YPD, Oxoid) e Saboraud Dextrose Agar (SDA, Kasvi), em condigéo
aerébica a 37°C por periodo de 24 horas.
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4.3 Descricdo do Oleo Essencial de Palmarosa (Cymbopogon martinii)

A planta Palmarosa (Cymbopogon martinii) foi escolhida com base nas
suas propriedades biologicas. O dleo essencial da planta foi obtido, mediante compra,
através da Empresa Terra Flor.

O dleo essencial de Palmarosa foi produzido pela Yanih Cosméticos e
Farmacéutica Ltda (CNPJ: 77.517.993/0001-06), sob o lote de producdo PR2/21, e
fornecido pela Terra Flor Aromaterapia (CNPJ: 08.786.084/0001-42). O lote comercial
da Terra Flor é identificado como 21161, com data de produgcédo em 07 de junho de
2021 e validade até junho de 2024.

Foi obtido por arraste a vapor das folhas da planta, sendo geraniol e
geranila os principais componentes quimicos identificados. Suas caracteristicas
fisicas incluem aparéncia liquida, odor fresco e herbaceo, e cor que varia entre
levemente amarelado e amarelo palido. A densidade apresentada pela Terra Flor
Aromaterapia foi de 0,889 g/cm3, enquanto o indice de refracdo foi medido em 1,464.
As propriedades e especificacbes foram analisadas e fornecidas pela Terra Flor
Aromaterapia (Anexo 1).

4.3.1 Preparo do 6leo essencial de Cymbopogon martinii

A pesquisa foi conduzida com o 6leo essencial de Palmarosa (Cymbopogon
martinii), tendo como solubilizante o Polisorbato 80, conhecido também como
Tween 80, ndo excedendo 0,025%, e como solvente foi utilizado meio de cultura
especifico ao experimento.

Foram definidas as concentracdes do 6leo essencial a partir do ensaio
preliminar, o qual foi determinante para a escolha da maior concentracao (inicial) a ser
utilizada na pesquisa. Sendo assim, para 0s ensaios optou-se pela concentragéo
inicial de 16 mg/mL do 6leo essencial de C. martinii, com razdo de diluicao de 2x.

4.3.2 Cromatografia gasosa com espectrometria de massas
(CG-EMS)
A caracterizacdo quimica dos constituintes volateis presentes no 6leo
essencial de Cymbopogon martinii foi realizada com a contribuicao da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz (ESALQ), utilizando um cromatografo a gas (Hewlett-
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Packard 5890, Série Il) acoplado a detector seletivo de massas (Hewlett40 Packard
5971), conforme as condigbes descritas a seguir:

e Coluna capilar HP-5MS (25 m x 0,20 mm x 0,33 um)

e Volume injetado: 1,0 pL

e Vazdo do gas de arraste (He super seco): 1,0 mL/min""

Temperaturas:
e Injetor split/splitness: 220°C
e Detector: 280°C
e Coluna: 60°C (1 min)
e Rampa de aquecimento: 3°C/min-"
e Temperatura final: 240°C (7 min)

e Sistema de ionizacao de elétrons: 70 eV.

O 6leo essencial foi solubilizado em acetato de etila para a analise. O indice
de Retencao (IR) foi definido pela injegdo de padrdes de hidrocarbonetos.

Os analitos identificados no 6leo essencial de C. martinii através de
CG-EMS foram analisados pelo software MSD ChemStation (G1701DA, D.02.00.275,
Agilent Technologies), comparando-se os picos cromatogréaficos com dados de IR da

literatura (Adams, 2007) e perfis da biblioteca eletrénica Nist-11.

4.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

441 CIM frente as cepas de Candida spp.

A atividade antifungica do éleo essencial de C. martinii foi determinada
através do ensaio de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial de
Palmarosa contra algumas cepas de Candida, sendo elas: C. albicans (ATCC MYA-
2876), C. albicans (ATCC 90028), C. dubliniensis (ATCC MYA-646),
C. glabrata (ATCC 5207), C. guilliermondii (ATCC 6260), C. krusei (ATCC 749),
C. lusitaniae (ATCC 42720), C. parapsilosis (ATCC 22019), C. rugosa (ATCC 10571)
e C. tropicalis (ATCC 750). Realizada através da técnica de microdiluicdo em caldo
seguindo a metodologia do protocolo de referéncia para teste de suscetibilidade
antifangica de leveduras por diluigio em caldo, protocolo para fungos M27-A3
(Santurio et al., 2007; CLSI, 2008).
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Utilizou-se uma microplaca de 96 pogos estéril onde foram distribuidos, em
todos os pogos da placa, 100 pL do meio de cultura RPMI 1640 (Sigma Aldrich, EUA).
Adicionou-se 100 pL do 6leo essencial de Palmarosa na placa de microtitulagéo de
96 pocos estéril (NEST biotechnology, CN), na concentracdo inicial de 16 mg/mL
apenas na primeira coluna e seguiu-se com a microdiluicdo seriada (razdo de 2x),
onde foi homogeneizado e retirado 100 pL de cada pog¢o da coluna 1 para a coluna 2,
e assim sucessivamente até a coluna 12, obtendo-se, entdo, as concentracbes do
6leo essencial de Palmarosa (16 a 0,01 mg/mL) (Santurio et al., 2007; Bona et al.,
2014).

Posteriormente, os indculos das cepas de Candida foram padronizados em
2,56x108 UFC/mL. Ajustadas em solucéo fisioldgica de cloreto de sddio 0,9% (NaCl
0,9%), através de espectrofotometro (Thermo Electron Corporation, USA) na
absorbancia de 0,08 a 0,1 abs, a 530 nm, as quais foram inoculadas nas cavidades
da placa de 96 pocos, exceto nos locais indicados como controle, estas placas foram
incubadas por 24h a 37°C e examinadas visualmente quanto a turbidez das
suspensodes (Bona et al.,, 2014). Posteriormente, foram examinadas visualmente
quanto o crescimento dos microrganismos e o resultado foi confirmado com a adicéao
de 30 pL de Cloreto de Trifeniltetrazolio (CTT) a 0,5% em cada cavidade,
incubando a placa novamente em estufa sob temperatura de 37°C por um periodo
de 2 horas. A coloracdo com CTT é um método colorimétrico que demonstra a
atividade das enzimas desidrogenase compreendidos no processo de respiracao
celular, por meio da reacao das propriedades quimicas do corante e o
microrganismo presente no meio. O CTT ao apresentar distincao de cor, coloragao
avermelhada demonstra a presencga de células vivas e quando as células nao se

apresentam viaveis o corante mantém a sua cor original (Sobreira et al., 2020).

442 CFM frente a cepa de Candida spp.

A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi estabelecida como a
concentracdo menor do 6leo essencial de C. martinii que impediu o crescimento do
microrganismo na cultura sélida por leitura visual (Gullo et al., 2012).

Apoés a leitura visual da CIM e anteriormente a adicdo do corante CTT, os
pocos das placas foram homogeneizados por pipetagem. Coletou-se uma aliquota de
5 uL de cada cavidade da placa e transferiu-as para superficie do meio de cultura
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s6lido SDA em placa de Petri. As placas de SDA com as aliquotas foram deixadas em
estufa microbioldgica por 24 horas a 37°C, para determinagao da menor concentragao
do éleo essencial de Palmarosa capaz de inibir o crescimento de colbnias da levedura
no meio solido através de identificacao visual (Santurio et al., 2007; Bona et al., 2014).

443 Tolerancia de C. albicans ao 6leo essencial de Palmarosa

Para determinar a tolerancia do microrganismo ao 6leo essencial de
C. martinii utilizou-se o célculo da razdo entre CFM/CIM. Onde, o célculo de razéo
CFM/CIM resultante em >4 demonstra que o 6leo essencial teve caracteristica
fungistatica, sendo que o sufixo “statico” indica que a agao antimicrobiana do 6leo
essencial se limita a inibicdo do crescimento, impedindo a multiplicagcdo do
microrganismo sem provocar a morte do mesmo. O célculo de razdo CFM/CIM que
resultou <4 demonstra que o 6leo tem caracteristica fungicida, onde o sufixo “cida’
indica que a agao antimicrobiana é a morte dos microrganismos a que se referem
(Brasil, 2007; Ganan et al., 2019).

444 Avaliacao do Tubo Germinativo de C. albicans (ATCC MYA-
2876)

A avaliagdo do teste tubo germinativo, que observa a transicdo de
blastoconidios para hifas foi realizada usando o protocolo padrao publicado por
Hammer e coautores (2000).

Candida albicans (ATCC MYA-2876) foi incubada em meio de cultura liquido
YPD com agitacdo de 100 rpm a 37°C por um periodo de 24 horas. Apoés, foi
submetido a centrifugacdo (Eppendorf 5810R, EUA) por 3 minutos a 9.000 rpm e
lavagem com solug¢do PBS (Phosphate Buffered Saline /| Tampao fosfato-salino) por
duas vezes, apds esse procedimento o indculo foi ressuspenso em solugéo PBS (pH
7.4).

A cepa de C. albicans foi padronizada a uma concentracdo de 5 x 106 UFC/mL
em Yeast extract Peptone Dextrose (YPD, Himedia, india) e adicionada aos tubos de
ensaio contendo as concentracées do 6leo de Palmarosa preparadas em Soro Fetal
Bovino (1:1) (SFB, Gibco, Estados Unidos).

Procedeu-se com a diluicdo das solucdes de tratamento do éleo essencial de
C. martinii em SFB (Gibco, Estados Unidos) e misturadas com volume igual da
suspensao de células de Candida em caldo YPD.
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As concentragbes para este teste foram escolhidas de acordo com os
resultados do ensaio anterior (CIM). Assim, as trés concentracdes do 6leo essencial
de Palmarosa foram 0,5; 1 (CIM) e 2 mg/mL, mantendo um grupo controle negativo
preparado apenas com SFB e um controle positivo com indculo de C. albicans.

Todos os tubos com as amostras foram incubados a 37°C. E a cada periodo
uma amostra de 10 pyL de cada tubo foi coletada e contada em camara de contagem
aprimorada de Neubauer. As contagens foram realizadas observando a quantidade
de células apresentando tubos germinativos (alongamento sem constricdo) em
relacdo ao controle, sem tratamento. Foram analisadas as amostras de cada
tratamento iniciando com o tempo zero seguida de quatro amostras com intervalos de
1h entre cada coleta (Hammer et al., 2000).

As células de cada lamina foram analisadas e pontuadas morfologicamente,
considerando como tubo germinativo a célula contendo protuberéancia arredondada
com comprimento maior ou igual ao didmetro da célula-mée, nado restrito na base.
Considerou-se para a contagem apenas as células que apresentavam tubo
germinativo, e a porcentagem de células contendo tubos germinativos foi entdo

calculada em relagao ao controle, sem tratamento (Hammer et al., 2000; Maia, 2020).

4.5 Avaliacao da atividade antibiofilme

4.5.1 Padronizacao da cepa

Para os ensaios de biofime, as células de Candida albicans
(ATCC MYA-2876), dos estoques armazenados a -80°C, foram semeadas por
estriamento em placas de SDA, posteriormente a cepa foi obtida desta placa e
incubada em meio liquido YPD, permanecendo sobre incubacédo durante a noite a
30°C em uma incubadora shaker (NI 1711, Nova Instruments) a 180 rpm. Essas
condi¢des foram seguidas para obter-se a C. albicans como blastoconidios.

Apés o periodo de incubagédo, uma aliquota de 7 mL da cultura liquida foi
centrifugada (Eppendorf, 5810R, EUA) a 3.000 rpm por 5 minutos, na temperatura de
4°C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se ao pellet a solucao
PBS (Phosphate Buffered Saline) estéril, seguido de agitacdo em agitador de tubos,
tipo vértice (Phoenix, AP56, BR) e novamente centrifugado, esta lavagem repetiu-se
por duas vezes. Depois da ultima centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 7 mL de RPMI.
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A suspenséo celular resultante foi ressuspensa em meio de cultura liquido
RPMI-1640, preparando-se a diluicao de 1:100 e utilizando a Camara de Neubauer e
um microscépio 6ptico com objetiva de 40x, aumento de 400x. Assim, padronizou-se
a suspensao celular com uma densidade final de 1,0 x 108 células/mL em RPMI 1640

para Candida albicans (Pierce et al., 2008).

45.2 Formacao do biofilme

Cada poco de uma placa de poliestireno com fundo plano (NEST
biotechnology, CN) foi inoculado com 200 pL desta suspenséo, para a formagao do
biofilme. Dois periodos de formacao de biofilme foram analisados, sendo uma placa
com biofilme em estagio inicial (2 horas) e outra com biofilme em formacéao (24 horas).
Posteriormente, o inéculo foi removido e 0 meio de cultura com as diluicées do 6leo
essencial e controles foram aplicados, e manteve-se essas placas em incubacao a
37°C por 24 horas (Pierce et al., 2008).

O biofilme previamente formado foi analisado de acordo com a metodologia
proposta por Djordjevic et al. (2002), através coloracdo com solucao de Cristal Violeta
e leitura espectrofotométrica da densidade optica (DO) em Espectrofotémetro Leitor
de Microplacas de Elisa. Apds a formacao do biofilme, cada poc¢o foi lavado duas
vezes com para remoc¢ao das células ndo aderentes, seguido de secagem em
temperatura ambiente por 45 min. Posteriormente, nos pogos foram acrescentados
100 pL de solucao aquosa de Cristal Violeta (0,4%) por 45 minutos. Os pocos foram
lavados com agua destilada estéril e imediatamente descorados com 100 pL de etanol
95%. Apo6s 45 minutos, 100 pyL da solugdo descorada resultante de cada pogo foi
transferida para os pocos de uma nova placa de poliestireno com fundo plano (NEST
biotechnology, CN), e a quantidade do Cristal Violeta foi mensurada a 595 nm no leitor
de microplacas de Elisa. Os resultados foram demonstrados como absorbancia de
biomassa em relacdo ao grupo controle (Versa MAX, molecular Devices, EUA)
(Djordjevic et al., 2002; Furletti et al., 2011; Zanin, 2017; Honorato et al., 2022).

4.5.3 Biofilme de C. albicans em Microscopio Eletrénico de
Varredura (MEV)
A cepa de Candida albicans (ATCC MYA-2876) foi padronizada conforme
o item 4.8.1, na concentracdo de 1 x 10° céls/mL em RPMI 1640. A cepa padronizada

foi inoculada nos pocos das laminas de cultura com 8 compartimentos (BD Falcon),
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sendo mantidas em incubacao sob agitacao por 2 horas a 75 rpm (Nova Instrumentos,
Brasil) para a formacao de biofilme com 2 horas, e para a formagao de biofilme com
24 horas, a incubacéo foi realizada em camara de aerobiose a 37°C por 24 horas.

Apé6s a incubacao, os reservatorios das laminas de ambos os periodos
(biofilme de 2 horas e biofilme de 24 horas) foram lavados com PBS 1%. Foram entédo
adicionadas concentragbes de 0,5 mg/mL, 1 mg/mL (CIM) e 2 mg/mL do Oleo
essencial de Cymbopogon martinii. Em um dos compartimentos da lamina de ambos
periodos, foi adicionado apenas o meio de cultura RPMI, para obtencéo do biofilme
sem interferéncias (controle). As amostragens foram realizadas em duplicata. Apés a
adicao do tratamento, as laminas foram incubadas em estufa de aerobiose a 37°C por
24 horas.

454 Fixacao da amostra para microscopia em MEV

Para a andlise das amostras em Microscépio Eletrénica de Varredura
(MEV) é necessario seguir os protocolos de desidratacao, fixacado e metalizacao de
cada compartimento das laminas com os tratamentos e controle.

O qual se inicia com a preparagao das amostras, onde o sobrenadante dos
compartimentos da lamina foi cuidadosamente aspirado e descartado. O biofilme
aderido a lamina foi entdo lavado trés vezes com uma solugdo de PBS a 1% (m/v),
seguido de imersao em glutaraldeido a 2,5% (v/v) a 4°C por um periodo de 60 minutos
para a fixagao primaria. Apds a fixagdo com glutaraldeido, as amostras foram lavadas
com PBS a 1% e submetidas a um processo de desidratagdo sequencial em solugdes
de etanol de concentragdes crescentes (70%, 80%, 95% e 100%), permanecendo por
10 minutos em cada concentracdo. As laminas foram entdo secas em estufa
incubadora, e apds a secagem completa, foram colocadas em stubs de aluminio com
fitas condutivas de carbono. Entédo, prosseguiu-se com o processo de metalizagao
com ouro para permitir a conducao elétrica durante a anélise no MEV (Wijesinghe et
al., 2020; Ruiz-Duran et al., 2023).

As amostras preparadas foram analisadas utilizando um Microscépio
Eletrénico de Varredura (JEOL, JSM 5600LV, Japao) operando no modo de alto vacuo
a 10 kV (Mokobi, 2024).

As imagens obtidas foram processadas e os biofilmes foram examinados
quanto ao aspecto morfolégico das células e preenchimento do substrato e
fotografados em MEV, com aumentos de 500 e 1500 x, com o objetivo de observar os
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efeitos e modificagdes estruturais causadas pela presenga do 6leo essencial de C.
martinii. Este protocolo foi seguido rigorosamente para assegurar a reprodutibilidade
e a qualidade das imagens obtidas (Silva et al., 2017; Barbosa, 2018; Oliveira et al.
2018; Wijesinghe et al., 2020; Ruiz-Duran et al., 2023).

Todas as analises de MEV foram realizadas no Centro de Microscopia e
Imagem (CMI) da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP),
seguindo padrdes estabelecidos para a observacao detalhada das amostras e a
documentacdo das alteracbes morfoldégicas induzidas pelos tratamentos

experimentais.

4.6 Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em trés ensaios independentes, e 0s
resultados foram apresentados como a média dos valores obtidos, acompanhada do
desvio-padrao (com excecao dos ensaios de determinagcédo da CIM e CFM, onde os
resultados sdo apresentados pela moda dos valores). A anadlise estatistica foi
realizada utilizando a analise de variancia (ANOVA) de um fator, seguida do teste de
Tukey para comparagdes multiplas, sendo considerados significativos os valores de
P<0,05. Todas as analises estatisticas foram executadas com o software BioEstat

versao 5.3 (Instituto Mamiraua) (Maia et al., 2022).
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5. RESULTADOS
5.1 Cromatografia gasosa com espectrometria de massas (CG-EMS)

A andlise dos compostos quimicos presentes no 6leo essencial de
Cymbopogon martinii  foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EMS) utilizando o software MSD ChemStation
(G1701DA, D.02.00.275, Agilent Technologies). A identificacdo dos compostos foi
feita por meio da comparacao dos picos cromatograficos com dados de infravermelho
(IR), da literatura e perfis da biblioteca eletrénica NIST-11 (Figura 1). Essa analise
permitiu a identificacdo de compostos minoritarios, como o trans-cariofileno (0,699%),
oxido de cariofileno (0,975%), 6xido de linalol (0,885%). Além disso, foi possivel
identificar o constituinte majoritario, o geraniol, que representou 68,925% da

composicao total do 6leo essencial (Tabela 1).

Figura 1. Cromatograma do éleo essencial de Palmarosa (Cymbopogon martinii).
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Tabela 1. Compostos identificados no éleo essencial de Palmarosa (C. martinii).

tr (min.) IR Identificacao % rel.
17,228 1252 Geraniol 68,925
36,580 1419 Trans-Cariofileno 0,699
10,698 1092 Oxido de Linalol 0,885
22,447 1386 Acetato de Geranila 0,975
35,401 1581 Oxido de Cariofileno 0,975

tr: tempo de retencdo em minutos; IR: indice de retengéo; % rel.: fracdo em porcentagem da area
total integrada para o cromatograma.
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5.2 CIM e CFM

As cepas de Candida spp. testadas apresentaram sensibilidade ao Oleo
essencial de Cymbopogon martinii (Palmarosa), evidenciando sua atividade
antifungica. Os valores de Concentragao Inibitéria Minima (CIM) variaram de 0,25 a
1 mg/mL, enquanto as Concentragbes Fungicidas Minimas (CFM) oscilaram entre
0,5 e 1 mg/mL, resultando em uma relagdo CFM/CIM igual ou inferior a 4 para todas
as cepas avaliadas, o que demonstra a atividade fungicida do éleo essencial.
Especificamente, para Candida albicans (ATCC MYA-2876), os valores de CIM e CFM
foram ambos de 1 mg/mL, demonstrando a¢do antimicrobiana provocando a morte,
constatada pela razdao CFM/CIM < 4 (Tabela 2). De acordo com os resultados do MIC,
foram escolhidas as concentracbes para estudos posteriores com a C. albicans
(ATCC MYA-2876).

Tabela 2. Avaliagao da atividade antifungica do éleo essencial de C. martinii.

Cymbopogon martinii Fluconazol*
ol —_____(mam)
CIM CFM o Caracteristica Cim

C. albicans (ATCC MYA-2876) 1 1 1(<4) Fungicida 0.000125
C. albicans (ATCC 90028) 0.5 1 1(<4) Fungicida 0.001
C. dubliniensis (ATCC MYA-646) 0.5 0.5 1(<4) Fungicida 0.00025
C. glabrata (ATCC 5207) 0.5 1 2(=4) Fungicida 0.008
C. guilliermondii (ATCC 6260) 0.5 1 2 (<4) Fungicida 0.001
C. krusei (ATCC 749) 1 1 1(< 4) Fungicida 0.008
C. lusitaniae (ATCC 42720) 1 1 1(<4) Fungicida 0.001
C. parapsilosis (ATCC 22019) 025 05 2(=4) Fungicida 0.002
C. rugosa (ATCC 10571) 1 1 1(4) Fungicida 0.001
C. tropicalis (ATCC 750) 0.5 0.5 1(24) Fungicida 0.002

CIM = Concentracao Inibitéria Minima; CFM = Concentracdo Fungicida Minima. * = Validacao dos
microrganismos conforme o protocolo M27-A3 do CLSI (2008).

5.3 Efeito na formacao de tubo germinativo de C. albicans

Na amostra controle, observou-se uma rapida transicao para a formacao
de hifas, atingindo 100% das células nesse formato apds algumas horas de
incubagdo. Em contraste, os tratamentos com o 6leo essencial de Cymbopogon
martinii reduziram significativamente a formacéo de tubos germinativos e a presenca

de blastoconidios, com efeitos mais pronunciados conforme o aumento da
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concentragdo. Em concentracgdes abaixo da CIM, houve uma diminuigdo gradual dos
tubos germinativos, enquanto que na CIM e em concentragbes mais elevadas, a
inibicdo foi quase total em periodos mais curtos de incubagado. Assim, os tratamentos
com o bleo essencial de C. martinii mostraram-se eficazes na inibicao da formacgéo de
tubos germinativos (Tabela 3). A inibicdo da formacao de tubos germinativos nos levou
a levantar a hipdtese de que a formacao de biofilme também poderia ser afetada na
presenca do 6leo essencial de Cymbopogon martinii.

Tabela 3. Porcentagem de células com tubos germinativos de Candida albicans (ATCC MYA-
2876).

Oleo essencial de Cymbopogon martinii

;‘:}Tﬁ:ggi Controle 0,5 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL
0 hora 10% 9% 10% 8%
1 hora 69% 28% 25% 3%
2 horas 98% 17% 9% 0%
3 horas 100% 13% 0% 0%
4 horas 100% 2% 0% 0%

5.4 Efeito do dleo essencial de Palmarosa no biofilme 2h e 24h de formacao
de C. albicans (ATCC MYA-2876)

O o6leo essencial de Cymbopogon martinii (palmarosa) demonstrou uma
reducado significativa na biomassa de biofilmes em formacdo de Candida albicans
(ATCC MYA-2876), com resultados observados tanto para biofilmes em estagio inicial
(2 horas) quanto para biofilmes em formagéao (24 horas). A absorbancia, medida como
um indicador da biomassa, apresentou uma reducdo progressiva em resposta ao
aumento da concentracao do éleo essencial.

No presente estudo, em concentracées de 0,25 mg/mL e 0,5 mg/mL,
verificou-se que a absorbancia dos biofilmes foi reduzida de aproximadamente 2,5
(controle) para valores proximos de 1, evidenciando uma diminuicdo substancial da
biomassa em biofilmes de 2 horas e 24 horas, respectivamente. Na Concentragéo
Inibitéria Minima (CIM), equivalente a 1 mg/mL, a absorbancia foi ainda mais reduzida,
atingindo valores préximos de 0,2 nos biofilmes de 2 horas e cerca de 1,3 nos biofilmes
de 24 horas, promovendo uma reducdo efetiva na biomassa dos biofilmes em

diferentes estagios de formacao (Figura 2).
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Figura 2. Quantificacdo da biomassa dos biofilmes de Candida albicans (ATCC MYA-2876)
em diferentes concentragdes de 6leo essencial de Cymbopogon martinii.
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Abs: Absorbancia; Controle: Candida albicans sem tratamento; * = diferengas significativas em relagao
ao controle (p<0,01). Analise de variancia (ANOVA: um critério) seguida de teste Tukey.
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5.5 Analise da morfologia celular do biofilme em Microscoépio Eletronico de
Varredura (MEV)
A analise morfoldgica das células do biofilme com 2 horas de formacgéo de
Candida albicans (ATCC MYA-2876) sem tratamento (Figura 3) por MEV, revelou uma
organizagao tridimensional complexa, caracterizada por células em fase filamentosa,
representadas por hifas ramificadas com aspecto rugoso e heterogéneo. As quais se
entrelacam, formando uma rede continua e densa que se estende por toda a lamina

analisada (Figura 3).

Figura 3. Microscopia Eletronica de Varredura de controle do biofilme com 2 horas de
formacao de Candida albicans (ATCC MYA-2876).

W

Fotografia de MEV: A: Biofilme com 2 horas de formagéo de C. albicans (ATCC MYA-2876) sem
tratamento observada no aumento de 500x. B: Detalhamento do controle do biofilme de C. albicans no
aumento de 1500x, evidenciando a estrutura tridimensional das hifas.

Alteracdes no biofilme apés 2 horas de formacao em exposicdo ao 6leo
essencial de Cymbopogon martinii na concentragdo de 0,5 mg/mL (Figura 4) foram
observadas, como uma inibigdo no desenvolvimento de tubos germinativos e na
formacao de hifas, com predominancia de células em forma de levedura. Além disso,
sinais morfoldgicos indicativos de danos celulares foram visualizados, como a

presenca de abaulamentos na superficie celular e murchamento.
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Figura 4. Microscopia Eletronica de Varredura do biofilme com 2 horas de formagédo de
Candida albicans (ATCC MYA-2876) exposta a 0,5 mg/mL do éleo essencial de C. martinii.

C.m B. Emg

Fotografia de MEV: A: Biofilme com 2 horas de formagéo de C. albicans (ATCC MYA-2876) exposta a
0,5 mg/mL do 6leo essencial de C. martinii observada no aumento de 500x. B: Detalhamento do biofilme
de C. albicans no aumento de 1500x, evidenciando o efeito do éleo essencial de C. martinii na estrutura
tridimensional das hifas e leveduras.

As imagens de MEV das células de Candida albicans expostas a
Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) de 1 mg/mL (Figura 5) revelaram uma reducao
no numero de blastoconideos e hifas os quais apresentaram morfologia irregular em
comparacdo as ceélulas controle. Observou-se que ambas as estruturas sofreram
danos celulares, evidenciados pelo murchamento das células, sugerindo
comprometimento da membrana plasmatica. Além disso, foram identificados
concavidades, enrugamentos e parede colapsada.

Figura 5. Microscopia Eletrénica de Varredura do biofilme com 2 horas de formacdo de
Candida albicans (ATCC MYA-2876) exposta a 1 mg/mL do éleo essencial de C. martinii.

A

Fotografia de MEV: A: Biofilme com 2 horas de formagéo de C. albicans (ATCC MYA-2876) exposta a
1 mg/mL do bleo essencial de C. martinii observada no aumento de 500x. B: Detalhamento do biofiime
de C. albicans no aumento de 1500x, evidenciando o efeito do éleo essencial de C. martinii na estrutura
tridimensional das hifas e leveduras.
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As células de Candida albicans expostas a 2 mg/mL do 6leo essencial de
C. martinii (Figura 6) demonstraram redugao radical no nimero de blastoconidios e
hifas, além de alteracdes estruturais notaveis nessas formas celulares. Observou-se
que tanto os blastoconidios quanto as hifas apresentaram danos morfol6gicos
evidentes como nas concentragdes anteriores, porém os danos apresentados nas
células fungicas expostas a 2 mg/mL do 6leo essencial de C. martinii foram mais
evidentes, caracterizadas por acentuadas deformacdes celulares, como a superficie
intensamente enrugada, murchamento das células, sugerindo comprometimento da
membrana plasmatica. Além disso, foram identificadas concavidades, protrusdes e

parede celular colapsada.

Figura 6. Microscopia Eletronica de Varredura do biofilme com 2 horas de formacédo de
Candida albicans (ATCC MYA-2876) exposta a 2 mg/mL do éleo essencial de C. martinii.
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Fotografia de MEV: A: Biofilme com 2 horas de formacgao de C. albicans (ATCC MYA-2876) exposta a
2 mg/mL do 6leo essencial de C. martinii observada no aumento de 500x. B: Detalhamento do biofilme
de C. albicans no aumento de 1500x, evidenciando o efeito do éleo essencial de C. martinii na estrutura
tridimensional das hifas e leveduras.

A analise morfoldgica do biofilme de 24 horas de Candida albicans (ATCC
MYA-2876) sem tratamento (Figura 7) por MEV revela uma organizagéo estrutural
altamente complexa. Observa-se uma densa rede tridimensional de hifas interligadas,
caracterizadas por um aspecto rugoso e heterogéneo, indicando intensa proliferagao
e maturacao do biofilme. As regidbes mais escuras na imagem sugerem um acumulo
significativo de camadas sobrepostas de hifas, formando uma estrutura espessa e
multifacetada.
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Figura 7. Microscopia Eletrénica de Varredura de controle do biofilme com 24 horas de
formacao de Candida albicans (ATCC MYA-2§376).
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Fotografia de MEV: A: Biofilme com 24 horas de formagédo de C. albicans (ATCC MYA-2876) sem
tratamento observada no aumento de 500x. B: Detalhamento do controle do biofilme de C. albicans no
aumento de 1500x, evidenciando a estrutura tridimensional das hifas.

As células de C. albicans (ATCC MYA-2876) tratado com 0,5 mg/mL de
Oleo essencial de C. martinii. (Figura 8), obtida por MEV, revelou uma estrutura
parcialmente desorganizada e menos densa em comparacao ao controle. Observou-
se que a descontinuidade da rede de hifas. As hifas ainda sdo predominantes e
interconectadas, porém ha disposicdo mais aberta, permitindo a visualizagdo de
espacos vazios entre as camadas. Além disso, é possivel notar a presenca de células

leveduriformes dispersas na regiao periférica da estrutura.

Figura 8. Microscopia Eletrénica de Varredura do biofilme com 2 horas de formacdo de
Candida albicans (ATCC MYA-2876) exposta a 0,5 mg/mL do 6leo essencial de C. martinii.
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Fotografia de MEV: A: Biofilme com 24 horas de formacao de C. albicans (ATCC MYA-2876) exposta
a 0,5 mg/mL do éleo essencial de C. martinii observada no aumento de 500x. B: Detalhamento do
biofilme de C. albicans no aumento de 1500x, evidenciando o efeito do éleo essencial de C. martinii na
estrutura tridimensional das hifas e leveduras.
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As imagens de MEV das células de Candida albicans (ATCC MYA-2876)
tratado com 1 mg/mL do 6leo essencial de C. martinii (Figura 9), revelaram uma
estrutura significativamente menos densa e desorganizada em comparagdo ao
controle. Observa-se uma rede filamentosa mais esparsa, com hifas alongadas e
finas, formando uma estrutura menos compacta. Nota-se que a estrutura do biofilme
apresenta areas vazias e a presenga de células em levedura dispersas.

Figura 9. Microscopia Eletrénica de Varredura do biofilme com 2 horas de formagdo de
Cand/da alb/cans (ATCC MYA 2876) exposta al mg/mL do 6leo essenmal de C. martinii.
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Fotografia de MEV: A: Biofilme com 24 horas de formagéo de C. albicans (ATCC MYA-2876) exposta
a1 mg/mL do 6leo essencial de C. martinii observada no aumento de 500x. B: Detalhamento do biofilme
de C. albicans no aumento de 1500x, evidenciando o efeito do éleo essencial de C. martinii na estrutura
tridimensional das hifas e leveduras.

O biofilme de Candida albicans (ATCC MYA-2876) tratado com 2 mg/mL
de Oleo essencial de C. martinii (Figura 10) apresentou uma desestruturacéo
significativa, evidenciando uma drastica reduc¢do na densidade da rede filamentosa de
hifas. Observou-se a presenca de poucas hifas dispersas e desorganizadas, com
perda da estrutura tridimensional, as hifas remanescentes exibiram um aspecto fino e
alongado, algumas hifas e blastoconidios apresentam morfologia alterada, com
segmentos abaulados e cOncavos, outro aspecto relevante é a transparéncia

observada em algumas estruturas.
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Figura 10. Microscopia Eletronica de Varredura do biofilme com 2 horas de formagao de
Candida albicans (ATCC MYA-2876) exposta a 2 mg/mL do O6leo essencial de
C. martinii.

Fotografia de MEV: A: Biofilme com 24 horas de formagéo de C. albicans (ATCC MYA-2876) exposta
a2 mg/mL do 6leo essencial de C. martinii observada no aumento de 500x. B: Detalhamento do biofilme
de C. albicans no aumento de 1500x, evidenciando o efeito do éleo essencial de C. martinii na estrutura
tridimensional das hifas e leveduras.
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6. DISCUSSAO

A analise cromatografica do éleo essencial de Cymbopogon martinii revelou
a presenca de alguns compostos como: o Oxido de Linalol, Oxido de Cariofileno e
Trans-Cariofileno, e o Acetato de Geranila e Geraniol, sendo este ultimo, o composto
de maior abundancia neste 6leo essencial. O Oxido de Linalol, formado a partir do
Linalol por oxidacdo natural ou processos sintéticos, possui propriedades
antibacterianas e antifingicas (Dias et al., 2018; Guo et al., 2021). O Oxido de
Cariofileno e o Trans-Cariofileno, dois compostos derivados do Cariofileno, séo
conhecidos por possuir atividade inibitéria moderada contra bactérias Gram-negativas
e Candida albicans (Schmidt et al., 2010; Aéimovi¢ et al., 2020; Bezerra et al., 2023).
O Acetato de Geranila, um éster derivado do Geraniol, também contribui para as
caracteristicas antibacterianas e antifungicas do 6éleo (Celuppi et al., 2022;
Manjunath et al., 2023). O composto encontrado com maior porcentagem relativa foi
o Geraniol (68,925%), o qual € reconhecido por possuir caracteristicas biologicas,
como atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos, apresentando-se como um
antimicrobiano de maior eficiéncia quando em sinergismo com antibiéticos padréao
(Bhattamisra et al., 2018; Qi et al.,, 2018; Lin et al., 2021; Kim et al., 2022).
E frequentemente utilizado em cosméticos, produtos domésticos e farmacéuticos,
devido a sua baixa toxicidade e perfil ecologicamente correto (Chen & Viljoen, 2022).

A literatura reporta uma ampla variacdo nos valores de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial de Cymbopogon martinii contra Candida
albicans. Estudos prévios indicam valores que variam de 0,256 mg/mL a 1,024 mg/mL,
podendo ultrapassar 2 mg/mL. Essa variacdo pode ser atribuida a diferencas nas
metodologias empregadas, na procedéncia do 6leo essencial ou nas caracteristicas
intrinsecas das cepas testadas (Duarte et al, 2005; Khan et al, 2012;
Almeida et al.,2012).

O geraniol demonstrou atividade antifungica significativa contra diferentes
espécies do género Candida, com valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
variando entre 0,11 e 0,883 mg/mL (Silva et al., 2024). Para Candida albicans, foram
reportadas CIMs entre 0,0225 e 0,250 mg/mL, enquanto para espécies de Candida
nao-albicans, os valores observados foram de 0,300 mg/mL (Singh et al., 2016;
Kaypetch et al., 2022). Aléem disso, os valores de CIM e Concentragdo Fungicida
Minima (CFM) encontrados neste estudo foram semelhantes aos previamente
relatados. A razdo CIM/CFM reforca a natureza fungicida do geraniol, caracteristica
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também observada no Oleo essencial de Cymbopogon martinii, cujo principal
constituinte € esse monoterpeno (Singh et al., 2016).

Angiolella (2020) relatou que, na concentracdo de 195 pg/mL
(0,195 mg/mL), o 6leo essencial de C. martinii inibiu completamente a formacao de
tubos germinativos de C. albicans. Além disso, outros estudos demonstraram sua
eficacia na inibicdo total do crescimento micelial e da germinagdo de fungos
filamentosos ap6s 4 horas de exposicao a 0,25 mg/mL. Esses achados corroboram
com os resultados do presente estudo, no qual a exposicdo de C. albicans a
0,5 mg/mL do éleo essencial resultou em uma inibicdo quase completa da formagéo
de tubos germinativos dentro de 4 horas, bem como em concentragées mais elevadas
de 1 e 2 mg/mL promoveram inibicado total dessas estruturas em 3 e 4 horas,
respectivamente (Xavier et al., 2020; Filho et al., 2021). Foi observado que o Geraniol
inibiu eficientemente a transicao de blastoconidios em hifas, sendo considerado um
potente inibidor da formacéao de tubos germinativos de C. albicans (Singh et al., 2016).
A inibicao dessa atividade pelo 6leo essencial de Palmarosa ressaltou a possibilidade
de que a formacéao de biofilmes também poderia ser afetada na sua presenca.

Sendo assim, a formacao de biofilmes foi testada e percebeu-se a reducéo
da biomassa dos biofilmes de Candida albicans observada neste estudo.
Agarwal et al. (2008) relataram uma diminui¢do de 40,46% na biomassa de biofilmes
de C. albicans com a aplicacao de 6leo essencial de palmarosa em uma concentracao
de 16,8 mg/mL. Adicionalmente, Millezi et al. (2019) identificaram uma reducao na
biomassa de biofilmes bacterianos. Lara (2023) também evidenciou a reducao de
biofilmes em concentragbes de 5, 10 e 20 mg/mL de d6leo essencial.

Estudos com o 6leo essencial de C. martinii demonstram diminuigdo de
40,46% na biomassa de biofilmes de C. albicans a uma concentragao de 16,8 mg/mL,
bem como estudos demonstram a reducédo na biomassa de biofilmes bacterianos
(Agarwal et al. 2008; Millezi et al., 2019; Lara, 2023).

O geraniol demonstrou eficacia na reducao da formacao de biofilmes apds
2 horas de exposicdo, na concentracdo de 1200 pg/mL (1,2 mg/mL)
(Silva Pontes et al., 2023). O tratamento com geraniol resultou em uma reducgéo
significativa da adesdo e da formacao de biofilmes, com inibicdo superior a 50%,
destacando seu potencial como inibidor de fatores de viruléncia. Se mostrou eficaz na
inibicdo da transicao de levedura para hifa, além de atuar como um potente inibidor
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nos estagios iniciais da formacgao de biofilmes e na adesao celular de Candida albicans
(Singh et al., 2016).

As imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) evidenciaram a
morfologia classica das leveduras no grupo controle, com aglomerados de células
bem preservadas, apresentando multiplas camadas de hifas e paredes celulares
intactas, lisas e homogéneas. Em contraste, as células do biofiime de Candida
albicans (ATCC MYA-2876) exibiram morfologia irregular, com reducao acentuada de
hifas e blastoconideos, além de superficies rugosas, concavas e deformadas. Essas
alteracgdes indicam um colapso visivel da parede celular apds o tratamento com 6leo
essencial de Cymbopogon martinii, efeito que se intensificou com o aumento da
concentracdo. Observou-se uma desintegracao significativa do biofilme, células
encolhidas e auséncia da camada de hifas, sugerindo a interrupcao da transicao de
levedura para hifa nas maiores concentra¢des testadas. Resultados semelhantes
foram relatados por Silva Pontes et al. (2023), que descreveram diminui¢cao das hifas,
superficies alteradas, encolhimento celular e discreta desintegragéo do biofilme em
células tratadas com geraniol a 300 ug/mL (0,3 mg/mL), achados que corroboram com
os dados do presente estudo.

Kaypetch et al. (2022) descreve que observou nas imagens por MEV, o
tratamento com geraniol, 0 mesmo revelou alteracées morfolégicas nas células, que
se apresentaram com formatos e superficies irregulares e deformadas, o geraniol tem
diversos efeitos nas células Candida, incluindo danos a parede celular, disfuncao
mitocondrial e perturbacdo da homeostase, descritas como indugédo do tratamento
com geraniol a lise celular em Candida spp. pelo autor, caracteristicas morfolégicas
também observadas neste estudo.

O tratamento com C. martinii aparentemente causou disturbios osméticos
observados pelo murchamento celular, rugosidade, translucidade e rupturas na
parede celular, bem como danos a membrana e parede celular, porém estudos
adicionais devem ser realizados para comprovacao. Tais efeitos sdo relatados, em
outros estudos, como danos relacionados ao estresse e lise celular (Khan et al., 2017;
Fiotka et al., 2020; Maia, 2020).

O dbleo essencial de Cymbopogon martinii revelou a presenca de
compostos fitoquimicos bioativos, como o Geraniol, composto majoritario deste éleo.
Os compostos presentes se destacam por apresentarem efeitos biol6gicos, os quais
foram observados no presente estudo. A transicao da forma de levedura para a forma
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hifal € considerada uma propriedade de viruléncia essencial de Candida spp., pois
contribui para a fixagdo e invasdo dos tecidos do hospedeiro, sendo um fator
determinante na formacao de biofilmes. No presente estudo, a analise dos biofilmes
de C. albicans indicou que o 6leo essencial de Cymbopogon martinii inibiu essa
transicéo, além de atuar como um inibidor da formacao de hifas nos biofilmes. Esses
achados estdo de acordo com o presente estudo e estudos anteriores, que
demonstraram a capacidade do geraniol de prevenir a formacéao de hifas e biofilmes
de C. albicans (Leite et al., 2015; Kaypetch et al., 2022). A sobrevivéncia e reproducao
de C. albicans dependem da integridade de sua membrana e parede celular. Danos a
essas estruturas essenciais provocam disturbios osméticos, resultando na ruptura da
membrana e na liberagdo do conteudo intracelular, comprometendo a viabilidade do
microrganismo e levando a sua morte (Fiotka et al., 2020).

Esses resultados destacam o dleo essencial de Palmarosa (Cymbopogon
martinii) como uma alternativa promissora para a prevenc¢ao e tratamento de biofilmes
microbianos, com destaque para Candida albicans e seus fatores de viruléncia,
oferecendo uma solucéo eficaz especialmente em contextos onde os tratamentos
convencionais apresentam eficacia limitada. Esse potencial abre caminho para o
desenvolvimento de novas estratégias no tratamento das candidiases.
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7. CONCLUSAO

As analises realizadas no presente estudos revelaram que o éleo essencial de
Cymbopogon martinii possui:

Compostos quimicos bioativos observados através da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EMS), sendo o Geraniol o principal entre
eles.

A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) foi de 1 mg/mL para todas as cepas de
Candida spp. testadas.

A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi de 1 mg/mL para todas as cepas
de Candida spp. testadas.

Tolerancia antifungica demonstrada através da razao CFM/CIM.

Atividade inibitoria de tubos germinativos de C. albicans (ATCC MYA-2876).

Demonstrou impacto redutivo na biomassa dos biofilmes de Candida albicans
(ATCC MYA-2876) em periodos de 2 e 24 horas, indicando sua eficacia na inibicao e
no controle da formacao da levedura em diferentes estagios de formacao do biofilme.

A cepa de Candida albicans (ATCC MYA-2876) apresentou alteragbes
morfolégicas e estruturais significativas, indicativas de um impacto direto sobre sua
integridade celular.

O o6leo essencial de Cymbopogon martinii demonstrou atividade antifingica
contra Candida spp., além de efeito inibitério sobre a formacao de tubos germinativos
e biofiimes de Candida albicans (ATCC MYA-2876), conforme evidenciado nos
ensaios realizados. Futuros estudos devem ser conduzidos para avaliar a
citotoxicidade e elucidar seu mecanismo de acédo, ampliando o conhecimento sobre

os efeitos desse 6leo essencial.
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ANEXOS

Anexo 1 - LAUDO TECNICO DE ANALISE (FORNECEDOR)

i% terraflor LAUDO TECNICO DE ANALISE

g?}-{‘ AROMATERAPIA

INGREDIENTES
NATURAIS

NOME COMERCIAL

NOME CIENTIFICO

PARTE DA PLANTA E FORMA DE EXTRACAO

COMPONENTES PRINCIPAIS

Oleo Essencial de Palmarosa

Cymbopogon martinii

Arraste a vapor das folhas

Geraniol/ Geranila

LOTE TERRA FLOR 21161

PRODUZIDO EM 07/06/2021

VALIDADE Jun-24

PROPRIEDADES

FORNECEDOR ANALISE TERRA FLOR
APARENCIA Liquido Liguido
ODOR Caracteristico Fresco, herbaceo
COR Levemente amarelado Amarelo palido

DENSIDADE (g/cm?) 0,861 0,889
INDICE REFRACAO 1,464 N/D
ROTAGAO OPTICA N/D N/D

ESTE DOCUMENTO E UMA COPIA FIEL DO LAUDO TECNICO DO FORNECEDOR E A ANALISE DO PRODUTO FEITA PELA
TERRA FLOR DE ACORDO COM O CONTROLE DE QUALIDADE DEFINIDO PELA EMPRESA. ESTE LAUDO E DIGITAL,

PORTANTO, DISPENSA ASSINATURA.
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Anexo 2 — CERTIFICADO DE ANALISE E CROMATOGRAMA (FORNECEDOR)

Rua 9, quadra 10 - Lote 01 {"@"}
Setor Planalto - Alto Paraiso de Goias GO
(62) 3446-2162 - atendimento@terra-flor.com L@J

terraflor

> documento € uma copia fiel do fornecedor.
Este documento € ur opia fiel do fornecedor. 0 B AR A b

Oleo essencial: Palmarosa - Cymbopogon martinii
Lote Fornecedor: PR2/21

Lote Terra Flor: 21161

Data producéo lote: 07/06/2021

Sample Description:

Chromatogram (PALMAROSAFAZENDA31-03. org)
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Time(min)
Results
Peak No. Peak ID Ret Time Height Area Conc.
1 1,753 20643,000 93957,602 0,2822
2 8,103 40022,316 206157,625 0,6193
3 8,243 184447,578 908119,188 2,7278
4 9,283 2670,286 12288,600 0,0369
S 9,723 3955,203 20988,000 0,0630
6 10,048 1327978 6085,800 0,0183
7 12,743 60636,555 495074,250 1,4871
8 14,058 1133,968 11135,800 0,0334
9 14,688 37541,695 362875813 1,0900
10 17,628 835,878 6647,400 0,0200
11 19,548 6143,307 80061,602 0,2405
12 GERANILA 23,058 131324,438 2346262,750 7,0477
13 24,198 1385,125 14779,000 0,0444
14 27,698 7052,876 159493,188 0,4791
15 28,098 5274,353 137370,219 0,4126
16 GERANIOL 34,458 474242219 28395428,000 85,2945
17 36,798 1149,842 16461,000 0,0494
18 44,318 182,580 17837,199 0,0536
Total 979969,196 33291023,033 100,0000

Documento digital, valido sem assinatura.



Anexo 3 - CROMATOGRAMA (PARCERIA)

Condicdes cromatograficas

As analises foram realizadas em um Cromatografo a gas (Hewlett-Packard 5890, Série
II) acoplado a detector seletivo de massas (Hewlett40 Packard 5971), conforme as
condigdes descritas a seguir:

. Coluna capilar HP-5MS (25 m x 0,20 mm x 0,33 pm), Volume injetado: 1,0 pL,

Vazio do gis de arraste (He super seco): 1,0 mL/min™".

Temperaturas:
. Injetor split/splitness: 220°C; Detector: 280°C; Coluna: 60°C (1 min); Rampa de
aquecimento: 3°C/min’', Temperatura final: 240°C (7 min); Sistema de ionizagio de

elétrons: 70 eV.

Cromatograma do extrato de Cymbopogon martinii

Abundance

TIC: palmarosa D\data. ms
17.228

2400000
2200000
22.447
2000000 |
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
800000
400000
200000 10.698 336.580
| |

500 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
Time--=>

Analitos identificados no extrato de Cvimbopogon martinii

tr (min) IR Identificacio %o rel.
10,698 1092 Oxido de Linalol 0,885
17,228 1252 Geraniol 68.925
22,447 1386 Acetato de Geranila 0,975
35,401 1581 Oxido de Cariofileno 0,975
36,580 1419 Trans-Cariofileno 0,699

tr: tempo de retengdo em minutos; IR: indice de retenc¢do; % rel.: fracdo em
porcentagem da area total integrada para o cromatograma.
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Anexo 4 — VERIFICACAO DE ORIGINALIDADE E PREVENCAO DE PLAGIO

Oleo essencial de Cymbopogon martinii (Roxb.) Will. Watson como alternativa
antifungica contra Candida spp.: efeitos na transicao morfolégica e na
formacao de biofilme de Candida albicans
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