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RESUMO: Introducdo: O Oleo de coco se destaca dentre os demais O6leos
comestiveis, por possuir atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos
bacterianos. Candida albicans é uma levedura que integra a microbiota oral de
metade da populacdo e € responsavel pela grande maioria das infeccdes (90%),
chamadas de candidiase oral. Normalmente, as infec¢cdes por Candida spp. séo
tratadas com antifingicos de maneira topica, quando apresentadas superficialmente,
mas, em algumas situacdes, é necessario terapia sisttmica de longa duracao.
Nesse sentido, o 6leo de coco pode ser uma alternativa em relacdo aos farmacos
antifingicos por ser uma substancia natural e por promover beneficios
generalizados. Assim, o trabalho objetiva avaliar os efeitos in vitro do 6leo de coco
sobre C. albicans e comparar sua acdo com os farmacos antifingicos poliénicos e
azoélicos, utilizados convencionalmente na terapéutica. Metodologia: A metodologia
utilizada no estudo foi o teste de sensibilidade a farmacos pelo método de difusédo
em disco. Foi utilizado 6leo de coco extravirgem, obtido de forma comercial
Pindorama® e os discos de diferentes antifungicos foram adquiridos da CECON®.
Resultados e Discussdo: Foram observados que os antifUngicos anfotericina-B,
nistatina e o antisséptico clorexidina 2% e 5% apresentaram um halo de inibicdo que
comprovaram serem sensiveis. E intermediario para o econazol. Em contrapartida,
foram considerados resistentes clotrimazol, miconazol, ketoconazol, fluconazol,
itraconazol, além do Oleo de coco presente tanto no disco quanto no poco
confeccionado na placa de agar MH. Consideragfes Finais: Revela-se que o 6leo de
coco nao foi capaz de impedir o crescimento da Candida albicans in vitro, sendo
assim, mostra-se uma possivel alternativa inaplicavel de antifungico.



Palavras-chave: Candida albicans. Oleo de coco. Antiflingicos.

ABSTRACT: Introduction: Coconut oil stands out among other edible oils, because it
has antimicrobial activity against several bacterial microorganisms. Candida albicans
IS a yeast that integrates the oral microbiota of half the population and is responsible
for the vast majority of infections (90%), called oral candidiasis. Typically, infections
by Candida spp. they are treated with antifungals topically, when presented
superficially, but in some situations, long-term systemic therapy is necessary. In this
sense, coconut oil can be an alternative to antifungal drugs because it is a natural
substance and for promoting widespread benefits. Thus, the work aims to evaluate
the in vitro effects of coconut oil on C. albicans and to compare its action with
polyenic and azole antifungal drugs, conventionally used in therapy. Methodology:
The methodology used in the study was the drug sensitivity test by the disk diffusion
method. Extra virgin coconut oil was used, obtained commercially from Pindorama®
and the disks of different antifungals were purchased from CECON®. Results and
Discussion: It was observed that the antifungal agents amphotericin-B, nystatin and
the antiseptic chlorhexidine 2% and 5% showed an inhibition halo that proved to be
sensitive. And intermediate for econazole. In contrast, clotrimazole, miconazole,
ketoconazole, fluconazole, itraconazole were considered resistant, in addition to the
coconut oil present in both the disc and the well made on the MH agar plate. Final
Considerations: It is revealed that coconut oil was not able to prevent the growth of
Candida albicans in vitro, thus showing a possible inapplicable antifungal alternative.

Keywords: Candida albicans. Yeast. Coconut oil.

1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma diversificada e impressionante flora, da qual, grande
parte da sua matéria prima € extraida e usada por pesquisadores com o intuito de
aplica-la na prevencéo e tratamento de doencas. Como exemplo disso tem-se a
espécie vegetal Cocos nucifera L. pertencente a familia Arecaceae (Palmae),
comumente conhecida como coco-da-praia ou coco-da-bahia que € uma planta de
origem indiana que foi introduzida ao Brasil no periodo colonial no atual Estado da
Bahia (SIQUEIRA; ARAGAO; TUPINAMBA, 2002; PINHO; SOUZA, 2018).

Seu desempenho em terras brasileiras se mostrou benéfico, como meio
terapéutico, ao ser notado por pesquisadores que, ndo apenas 0s endospermas
sélido e liquido sdo importantes, mas também, o 6leo. Este é extraido a partir da
polpa por meio artesanal, mecanico ou por solventes organicos. Sua agao é
justificada devido a elevada concentracdo de acidos graxos saturados em sua

composicdo, tais como, o acido miristico, acido palmitico, &cido caprilico, &cido



caprico, acido oleico e, em maior concentracdo o &cido laurico. O &acido laurico,
igualmente presente no leite materno, € um importante elemento que atribui ao 6éleo
de coco propriedades anti-inflamatérias e antimicrobianas, tais como, acéo
antibacteriana, antiviral e antifungica (PINHO; SOUZA, 2018; HIERHOLZER;
KABARA, 1982; RIBEIRO, 2017).

A candidiase oral € uma infeccdo fungica produzida por microrganismos
Candida spp., em destaque o C. albicans por ser a espécie mais comum e
frequentemente relacionada a essa desordem. Naturalmente, os fungos do género
Candida estao presentes na cavidade oral, ndo causando nenhum maleficio ao seu
hospedeiro, contudo, quando surgem condi¢cdes favoraveis ao seu crescimento,
como, por exemplo, deficiéncia nos mecanismos de defesa, a mesma comporta-se
como microrganismo oportunista e altera a normalidade do tecido resultando em
doenca. As caracteristicas clinicas bucais da candidiase podem se manifestar de
diversas formas como: infec¢des agudas, cronicas ou lesdes associadas a Candida
spp (MANGUEIRA; MANGUEIRA; DINIZ, 2010).

A candidiase € uma infeccdo fungica mais prevalente na populacdo, tendo
como principais grupos de risco, gestantes, lactantes, idosos, criangcas e
imunodeprimidos. O tratamento recomendado para essa infec¢cdo sdo os farmacos
antifangicos poliénicos ou azolicos. No entanto, para esses grupos especificos,
essas drogas apresentam restricdes como efeitos colaterais e eventos adversos.
Dessa maneira, h4 necessidade de buscar alternativas para a prevencdo e o
tratamento dessa infeccdo nesses grupos (JIN; LEUNG; SAMARANAYAKE, 2009;
TEREZHALMY; HUBER, 2011).

A acao antimicrobiana do 6leo de coco esta relacionada com a presenca do
acido laurico, que é um triglicerideo de cadeia média (TCM), também presente no
leite materno (DAYRIT, 2015). Este acido é de facil absorcéo e ndo necessita de
enzimas para o seu metabolismo. Nesse sentido, € o unico tipo de lipideo que ao ser
metabolizado pelo corpo, ndo é estocado na forma de tecido gorduroso (ERK et al.,
2008). Em virtude disso, a adicdo do 6leo de coco no cotidiano pode servir como um
meio adjuvante a saude oral e sistémica. Sendo um produto de origem natural,

menor a probabilidade de gerar hipersensibilidade, consequentemente ndo havera



restricbes aos grupos de risco para candidiase. Ademais, € um O6leo de fécil
obtencao e de baixo custo.

Por meio desse estudo, objetiva-se avaliar a agdo do 6leo de coco sobre o
crescimento in vitro de C. albicans e compara-la a diferentes farmacos com
propriedades antifangicas como o0s poliénicos e azdlicos, assim como ao
antisséptico clorexidina, para determinar se esse produto serve como uma Opgao

alternativa ou coadjuvante na prevencéo e/ou no tratamento da candidose.

2 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no laboratério de microbiologia da FAPAC-
ITPAC/Porto Nacional no periodo de setembro a novembro de 2020. A populacdo
analisada foi composta por leveduras da espécie C. albicans, sendo a amostra C.
albicans 0031NEWProv- Brasil. As variaveis utilizadas para a realizacdo do estudo
foram o 6leo de coco extraido de modo mecanico, Pindorama®, os antifingicos das
classes azdlicos (cetoconazol, miconazol, itraconazol, fluconazol, clotrimazol e
econazol) e poliénicos (nistatina e anfotericina-B) e o antisséptico clorexidina a 2% e
5%.

A pesquisa tem de carater descritivo, quantitativo, qualitativo e analitico,
sobre a comparacado ‘“in vitro” da acéo antifungica do 6leo de coco e de farmacos

antifingicos azélicos e poliénicos sobre o crescimento in vitro de Candida albicans.

2.1 OBTENCAO DOS MICRORGANISMOS E TESTE DE SENSIBILIDADE
AOS ANTIMICROBIANOS

Foi usada uma cepa fungica de referéncia, utilizada como padrdo para
controle de qualidade em laboratérios de Microbiologia e testes de suscetibilidade a
antimicrobianos, comercializada pela NEWProv. O microrganismo encontrava - se

estabilizado em discos liofilizados numa concentragao acima de 100.000UFC/mL.

O disco contendo os microrganismos foi revitalizado através dos seguintes
procedimentos: com uma pin¢a flambada e resfriada, o disco foi removido
assepticamente do seu frasco de origem e colocado em 3 mL de caldo nutritivo BHI
(Brain Heart Infusion). O tubo foi identificado e incubado a 35°C+ 2°C até turvagéo
visivel (2h — 3h). Apds, com auxilio de uma alca calibrada de 100 microlitros, foram

inoculados os microrganismos em placa de meio nutritivo ndo seletivo (Agar



Sabouraud) pela técnica de esgotamento e novamente serdo incubados a 35°C+
2°C por 24h.

Houve a preparacdo de placas e meios de cultura onde o meio de Agar
Mueller-Hinton (MH) foi preparado previamente fundido, esterilizado e resfriado a 45-
50°C. Em seguida, foi derramada em placa de petri de 150mm de diametro até

atingir uma espessura de aproximadamente 4mm.

Procedeu com reparacao do indculo, na qual as culturas puras de fungos C.
albicans (NEWProv — 0031) foram cultivadas em caldo nutritivo a 35°C+ 2°C por 24h
apos a revitalizacdo, tempo suficiente para que a suspensdo fungica apresente
turbidez moderada. A densidade do indculo a partir de entdo, foi controlada por
diluicdo com soro fisioldgico para se adquirir uma densidade de turbidez equivalente
aquela obtida pela adicdo de 0,5mL de solucdo de BaCL2-2H20 (0,048M) em
99,5mL de H2SO4 0,36N — Escala de McFarland.

A sensibilidade da cepa de C. albicans frente ao antifungigrama foi realizada
utilizando discos com antifungicos da marca CECON, sendo de papel absorvente de
5mm de didametro impregnados com: nistatina 100U.l., anfotericina-B 100mcg,
cetoconazol 50mcg, miconazol 50mcg, itraconazol 10mcg, fluconazol 25mcg,
clotrimazol 50mcg e econazol 50mcg ou realizado com discos de papel absorvente
estérii de 5mm de didmetro, impregnados com O6leo de coco, Pindorama® e

clorexidina a 2% ou 5%.

Na inoculacdo das placas, 0os swabs estéreis de algoddao foram
mergulhados na suspensdo fungicas e o excesso foi removido pressionando o
algodao contra a parede do tubo. A suspensédo fungica foi semeada de maneira
uniforme sobre a superficie estéril do Agar MH. Foi confeccionado no centro da
placa um poco, na qual foi preenchido totalmente com 6leo de coco extra virgem e
em sequéncia foram distribuidos espacadamente sobre o in6culo os discos de

antifungicos, os impregnados com clorexidina e o disco com 6leo de coco.

Na incubacao, as placas de antifungigrama foram incubadas sob condi¢des
aerobicas, numa temperatura constante na faixa de 35°C+ 2°C por 24h.

Para a obtencéo dos resultados, os halos de inibicdo do crescimento foram

mensurados com o auxilio de paquimetro e comparados, classificando entdo, os



microrganismos como resistente ou sensivel aos diferentes produtos avaliados. Para
a anadlise da sensibilidade aos antifungicos, foi usada a tabela padréo fornecida
pelos discos com antifungicos da marca CECON, os halos de inibicdo provenientes
do dleo de coco foi comparados aos dos farmacos antifingicos e a clorexidina que

apresentarem acao de inibicdo do crescimento da C. albicans.

Foi realizada a média das mensuracdes dos halos de inibicdo de trés
experimentos, onde cada um deles foi executado em triplicata. Os resultados foram

expressos em tabelas.
3 RESULTADOS

No presente estudo, o crescimento in vitro de C. albicans foi analisado apos
24h e 48h de incubacdo com diferentes antifingicos, antissépticos e 6leo de coco.
Os halos de inibicdo do crescimento foram mensurados com o auxilio de
paquimetro. Os resultados obtidos foram comparados com a tabela padrédo
fornecidos pelos discos com antifungicos da marca CECON. E entdo, os

microrganismos foram classificados como resistente, intermediario e sensivel aos

diferentes produtos avaliados.

Figural - ???

1- Oleo de coco
2- Clorexidina 5%
3- Clorexidina 2%
4-  Miconazol

5- Econazol

6- Ketoconazol

7- Anfotericina B
8- lItraconazol

9- Fluconazol

10- Nistatina

11- Clotrimazol

12- Oleo de coco no pogo

Fonte: ??



Tabela 1. Analise da inibicdo do crescimento in vitro de Candida albicans na
presenca de antifungicos, clorexidina e 6leo de coco.

Antifungicos Simbolo | Conc./Disco | Zonade Inibicdo | Resultados
(mm)
Anfotericina B AB 100 mcg >10 Sensivel
<10
Nistatina NY 100 U.L >10 Sensivel
<10
Clotrimazol CTR 50 mcg >20 Resistente
20-10
<10
Miconazol MCZ 50 mcg >20 Resistente
20-10
<10
Ketoconazol KET 50 mcg >20 Resistente
20-10
<10
Econazol EC 50 mcg >20 Intermediario
20-10
<10
Fluconazol FLU 25 mcg =19 Resistente
18 -15
<14
Itraconazol ICZ 10 mcg =20 Resistente
19-12
<11
Antisséptico
Clorexidina CLX 2% Sensivel
Clorexidina CLX 5% Sensivel
Oleo de coco OoDC Puro Resistente

extravirgem

Fonte: Tabela elaborada pelas pesquisadoras conforme dados obtidos na pesquisa.

Observa-se que havia presenca de halo de inibicdo em alguns antifingicos e

no antisséptico, sendo esses verificados na tabela. Entdo foram comprovados como

sensiveis apenas anfotericina B, nistatina, clorexidina 2%, clorexidina 5% e

intermediario no econazol. Em contrapartida, ndo foram verificados a presenca de




10

halo de inibicdo para os antifingicos: -clotrimazol, miconazol, ketoconazol,

fluconazol, itraconazol.

N&o foi verificada a presenca de halo de inibicdo em torno do disco que foi
impregnado com o 6leo de coco nem quando este foi adicionado a um poco
confeccionado na placa de agar MH. Dessa maneira, foi considerado resistente

devido a falta de inibicdo de crescimento em ambas as formas.

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas para determinar a
acdo antimicrobiana do Oleo de coco, dos farmacos antifingicos e antisséptico
clorexidina sobre Candida albicans. Portanto, apds triplicatas de trés experimentos
realizados de forma consecutiva foi considerado como resultado final, que o 6leo de
coco por essa metodologia ndo tem potencial para impedir o crescimento

microbiano.
4 DISCUSSAO

Nossa hipotese era que se 0 0Oleo de coco tivesse atividade antifingica
semelhante aos demais medicamentos antifungicos e ao antisséptico clorexidina,
poderia entdo ser utilizando como fonte alternativa para o tratamento da candidiase
oral. Entretanto, nossos achados ndo confirmaram essa hipétese, pois, observamos

gue o modo de extracdo do 6leo de coco pode influenciar nos resultados.

Isto é, um estudo elaborado pelas autoras PINHO; SOUZA, 2010 apontou
que o Oleo de coco obtido através do método de extracdo por prensagem a frio (6leo
comercial), ndo apresentou inibicdo do crescimento de Candida albicans, dessa
forma, ndo apresenta atividade antimicrobiana sobre o fungo citado. Isto esta
relacionado com o seu indice de acidez, do qual depende do modo de conservacao

do Oleo, além do tipo de extracdo e em qual estado se encontra a matéria-prima.

Além disso, é necessario destacar que todos os métodos de experimento in
vitro possuem seus pros e contras. O método que utilizamos foi de difusdo em agar,
cuja acao depende da capacidade de difusdo da substancia testada e do seu
coeficiente de solubilidade. Por conseguinte, os resultados tendem a ser
guestionaveis, pois, este método utiliza como parametro de referéncia o tamanho
das zonas de inibicdo do crescimento microbiano, o qual nem sempre oferece

condicbes igualitarias para gerar comparacdo entre algumas substancias com
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propriedades diferentes, assim sendo incapaz de exprimir de modo satisfatorio sua
atividade (ESTRELA et al., 2000b; ESTRELA, 1997).

Ademais, outra explicac@o que justifique a resisténcia do 6leo de coco frente
a C. albicans esta na sua composi¢do. Sabe-se que a acdo antifingica do 6leo de
coco € devido a presenca demasiada de acido laurico. Porém, para obter a atividade
sobre os fungos € necessaria a degradacdo do acido laurico em monolaurina, e,
além disso, acredita-se que a eficacia da acdo da monolaurina é influenciada pelo
pH, temperatura e natureza bioquimica do acido graxo.

E importante salientar que o fungo C. albicans é sensivel a clorexidina, por
isso deve ser administrada com cautela, visto que apesar da eficiéncia demonstrada
pela clorexidina 2% e 5%, é necessario estar atento as reacdes adversas por ele
causadas. Estudos mostram que o0 uso croénico como solugdo para enxaguatérios
bucais provoca alteracdo na coloracdo dos elementos dentérios, assim como altera
a sensacao de sabor, provoca lesfes descamativas e gosto residual desagradavel
na boca (ALBANDAR; GJERMO; PREUS, 1994). Portanto, devem-se observar
atentamente as recomendacdes para o uso deste tipo de solucgéo.

5 CONSIDERACOES FINAIS
Nesse sentindo, o 6leo de coco nao foi capaz de impedir o crescimento da
Candida albicans in vitro, mostrando-se ineficaz como uma possivel alternativa de

antifangico.
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2)CECON. |  DSTRUCOISDEI

-  Sensifungidisc - Cecon
Discos de sensibilidade fingica para antifungigrama.

2. Finalidade

O método da difuslo em agar através de discos impregnados com antifingicos é empregado no
lsboratdrio para dar 20 médico uma oricntagdo terapéutica “in vitro”.

3. Descrigio do principlo de agiio.

O antifungigrama scgue 0 método de Kirby Bauer modificado. Basicamente sdo discos de papel
impregnados com antifiingicos ¢ que sdo aplicados sobre superficies de agar inoculados com os
microrganismos. Estas placas sllo incubadas em estufa permitindo a difusio do antifimgico
mibindo ou ndo o crescimento.

4 Relacio dos componentes ¢ apresentagio.
Frasco com sitica gel (desumidificante ¢ detector de umidade), cspuma, rotha butilica reversivel
(para dificultar a catrada de ar ¢ umidade) ¢ 20 discos de papel (didmetro 6,35 mm) impregnados

com antifingicos na concentracio cspecificada.

SFC 5 -Fluorocitosina 1 mcg CIR Clotrimazol 50 mecg
SFC  $-Fluorocitosina 10 mcg MCZ Miconazol 50 meg
AB Anfotericina B 100 mcg KET Ketoconazol 50 mcg
NY Nistatina 100UL FLU Fluconazol 25 meg
EC Econazol S0 meg ICZ Itraconazol 10 meg

13
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Antifingicos Simbolo Conc./ Zona de CcM Interpretagdo
Disco Inibigio (mm) mcg/mL
- SFC 1 mcg >20 < 1,5 Sensivel
Flnorocitosina 1 20-10 1,56 -25 Imermedirio
<10 >25 Rexistente
>10 <] Sensivel
Anfotericina B AB 100 mcg <10 21 Intermediario
ou Resistente
>10 .o Sensivel
Nistatina NY 100 U.L .- .- .-
<10 .- Resistente
> 20 <1,5% Sensivel
Econazol EC 50 meg 20-10 1,56 - 6,4 Intermediério
<10 >64 Resistente
. >20 < 1,5 Sensivel
Clotrimazol CTR 50 meg 20-10 1,56-6,4 | Intermediario
<10 > 6,4 Resistente
> 20 <1,56 Sensivel
Miconazo! MCZ 50 meg 20-10 1,56-6,4 Intermediirio
<10 >64 Resistente
>20 <1,56 Sensivel
Ketoconazol KET 50 mcg 20-10 1,56-6,4 | Intermedidrio
<10 >6,4 Resistente
219 <8 Sensivel
Fluconazol FLU 25 meg 18-15 32-16 Intermedidrio
<4 >64 Resistente
220 - Sensivel
Itraconazol ICZ 10 meg 19-12 .. Intermediirio
s .- Resistente
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MEDICAMENTO INDICACAO POSOLOGIA
Crianca e adulto -
e Pacientes realizar bochecho de 1
NISTATINA Al
imunodeprimidos  ou a 6 mi por4 varios
e fazem Uuso minutos, por 4 vezes
ﬁ]adequado de ao dia e depois expelir.

e (suspensao oral

100.000 Ul/mL)

préteses dentérias.

Lactante — 1 a 2 mL
por 4 vezes ao dia.
Prematuro e crianca
com baixo peso — 1 ml
por 4 vezes ao dia

ANFOTERICINA-B

(po6 lidfilo injetavel 50mgQ)

Infec¢Bes fungicas
progressivas
potencialmente graves
e sistémicas

Uso restrito a hospitais
ou ambulatorios
especializados. Infuséo
intravenosa com
concentracéo de 0,4 a
0,6 mg/kg/ dia durante
4 semanas ou mais,
depende de como o
paciente vai reagir ao
tratamento. Paciente
pediatrico varia entre
0,5 a 1 mg/kg uma vez
ao dia.

CETONONAZOL

e (comprimido 200 mg)

Candidiase oral
secundéaria e esofagica

1 comprimido uma vez
ao dia junto com uma
refeicao. Importante
ressaltar que a dose e
0 tempo de tratamento
dependem do tipo de
fungo e do local da
infeccéo pode variar de
6 meses ate a cura da
infeccéo.

MICONAZOL

Candidiase

Administracéo de
600mg a 1,89 durante 1
a mais de 20 semanas.
A infuséo intravenosa
deve ser administrada
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e (infus&o intravenosa)

na velocidade de 200
mg em 2 horas.

e (comprimido)

Candidiase oral

Até 2 anos de idade:
via oral, 625 mg 2
vezes/dia;

De 2 a 6 anos: via oral,
125 mg 2 vezes/dia;
Acima de 6 anos: via
oral, 125 mg 4
vezes/dia.

ITRACONAZOL

e (capsulas 100mg)

Candidiase oral

1 cépsula 1 vez ao dia
por 15 dias

(solugédo oral 10mg/mL)

Candidiase orofaringea

Deglutir 10 a 20 mL 2
vezes por dia durante 2
semanas

FLUCONAZOL

e (solucao para infusao

intravenosa 2 mg/mL)

Infeccéo fangica grave

Uso restrito a hospitais;
deve ser administrada
na velocidade que néo
exceda dos 10 mL/min
e na concentracao de
50 a 100 mg diarios
durante 14 a 30 dias.

(capsula 150 mg)

Tratamento de
candidiase orofaringea
de leve a moderada

Administrada 1 dose
oral Unica e a duracao
geralmente é de 2 a 4
semanas.

CLOTRIMAZOL

Aplicar uma camada
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e (creme vaginal de 10
mg/g)

Queilite angular

fina do creme nas
areas afetadas 2 a 3
vezes por dia,
friccionando
ligeiramente em
seguida. O periodo
requerido de
tratamento pode variar
de 3 a 4 semanas.

e (solucao orall1%)

e dermatofitose,
candidiase ou
pitiriase.

E preciso ingerir 5 ml, 3
a 4 vezes por dia no
minimo por 2 semanas.

e (pastilhas 10 mg)

Candidiase oral

Dissolve-se lentamente
na boca e possui gosto
mais agradavel.

ECONAZOL

e (creme 459)

e (locdo cremosa 60 mL)

e (6vulos 150 mg)

Este medicamento nao
€ aplicado para
tratamento de
candidiase oral, suas
diversas apresentacdes
sao voltadas para
dermatomicoses e
vulvovaginite.




