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RESUMO: Este estudo objetivou avaliar, in vitro, a atividade antifingica dos 6leos essenciais de
Ocotea odorifera (Vellozo) Rohwer (Sassafras) e Rosmarinus officinalis L. (Alecrim) sobre cepas
de Candida albicans e C. tropicalis, envolvidas com infec¢des da cavidade oral. Para tanto, 16
cepas de Candida de origem clinica e de referéncia foram utilizadas para determinacao da
concentragéo inibitéria minima (CIM), utilizando a técnica da microdiluicao. Miconazol e nistatina
foram utilizados como controles positivos. Observou-se discreta atividade antifingica de ambos
os oleos, com CIM de 2,5 mg mL* para sassafras e CIM de 5 mg mL* para alecrim em 68% e
81% das cepas avaliadas, respectivamente. Todas as cepas de Candida mostraram-se sensiveis
ao miconazol e nistatina. A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que os 6leos
essenciais de O. odorifera Vell. e R. officinalis L. apresentam fraca atividade sobre cepas de C.
albicans e C. tropicalis envolvidas em infec¢des da cavidade oral.

Palavras-Chave: Rosmarinus officinalis L., Ocotea odorifera, candidiase bucal, Candida

ABSTRACT: Antifungal activity of Brazilian sassafras (Ocotea odorifera Vell.) and rosemary
(Rosmarinus officinalis L.) essential oils against the genus Candida. This study aimed to
evaluate the in vitro antifungal activity of essential oils from Ocotea odorifera Vell. (Brazilian
sassafras) and Rosmarinus officinalis L. (rosemary) against Candida albicans and C. tropicalis
strains, both involved in oral cavity infections. Thus, 16 Candida strains from clinical origin and
standards were used to determine the minimum inhibitory concentration (MIC), using the
microdilution technique. Miconazole and nystatin were used as positive controls. A slight antifungal
activity was observed for both oils, with 2.5 mg mL* MIC for Brazilian sassafras and 5 mg mL*
MIC for rosemary in 68 and 81% strains, respectively. All Candida strains were sensitive to
miconazole and nystatin. In conclusion, essential oils from O. odorifera Vell. and R. officinalis L.
had weak activity against C. albicans and C. tropicalis strains involved in oral cavity infections.

Key words: Rosmarinus officinalis, Ocotea odorifera, oral candidiasis, Candida

INTRODUGAO

Candida albicans e C. tropicalis tém sido
apontadas como as principais espécies envolvidas
em infec¢des fungicas da cavidade oral e possuem
como principal fator de viruléncia a capacidade de
adesao aos tecidos bucais e formacao de biofilmes
(Thein et al., 2006). Tais infec¢des, conhecidas como
candidiase ou candidose oral, estomatite eritematosa
ou estomatite protética (quando associada ao uso
de prétese dentaria), constituem um frequente
problema a ser enfrentado pelo cirurgido-dentista.

Recebido para publicacdo em 21/09/2009
Aceito para publicagdo em 08/04/2010

Individuos imunodeprimidos constituem o
grupo de maior risco para o desenvolvimento da
doenca, tendo em vista o carater oportunista dos
microrganismos envolvidos. Porém, como descrito
anteriormente, usuarios de aparelhos protéticos,
principalmente totais, apresentam com frequéncia
lesdes fungicas na mucosa adjacente a resina acrilica,
material utilizado para confeccao desses aparelhos,
gue representa uma superficie susceptivel para retencao
de espécies de Candida e, consequentemente,
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formacéao de biofilme (Henriques et al., 2004; Ramage
et al., 2005).

Mecanismos moleculares possivelmente
envolvidos na patogenicidade de espécies de Candida
sdo alvos de pesquisas visando a elaboracdo de
farmacos que apresentem maior seletividade e,
consequentemente, menos efeitos indesejaveis (Orozco
et al., 2000; Monge et al., 2006; Mdller et al., 2007).
Atualmente, os agentes disponiveis para tratamento de
infec¢des fungicas da cavidade oral, caracterizadas
como superficiais, séo representados pelos poliénicos
(anfotericina B, nistatina, entre outros) e azolicos
(fluconazoal, itraconazol, miconazol, cetoconazol, entre
outros), sendo estes Ultimos os eleitos em primeira
instancia para tratamento dessas doencas e séo
geralmente fungistaticos (Wingeter et al., 2007).

Diante das limitacdes de uso desses
antifingicos sintéticos, evidenciadas pelo aumento
da resisténcia pelos microrganismos, bem como
pelas reagdes indesejadas apresentadas pelos
usudrios, novos agentes sao propostos na tentativa
de minimizar tais ocorréncias. Nesse sentido,
considerando a ampla atividade biolégica apresentada
pelos produtos de origem natural, 6leos essenciais
obtidos a partir da O. odorifera Vell. e R. officinalis L.
tém sido investigados para determinacgdo da atividade
antimicrobiana (Araudjo, 2003; Souza et al., 2004a;

Lima et al., 2005; 2006).

A atividade antifingica do 6leo essencial de
alecrim j& foi descrita por outros estudos (Sacchete
et al., 2005; Lima et al., 2006; Pozzatti et al., 2008;
Van Vuuren et al., 2009), havendo, porém, variabilidade
guanto ao tipo de microrganismos e técnica
metodoldgica utilizada. Porém, a atividade antifingica
do 6leo essencial do sassafras foi pouco estudada,
justificando, assim, a realizacdo deste estudo, que
busca contribuir no sentido de fornecer dados para a
literatura cientifica.

Assim, foi proposito desse estudo avaliar a
susceptibilidade de espécies de C. albicans e C.
tropicalis frente ao 6leo essencial de Ocotea odorifera
Vell. e Rosmarinus officinalis L.

MATERIAL E METODO

Oleos essenciais

Os 6leos essenciais que tiveram a atividade
antifingica avaliada foram obtidos na Ferquima Ind. e
Com. Ltda (Vargem Grande Paulista, S&o Paulo,
Brasil), sendo seus parametros fisico-quimicos
descritos pelo fornecedor, que produz e comercializa
6leos essenciais em escala industrial, como ilustrado
na Tabela 1.

TABELA 1. Oleos essenciais avaliados para determinaco da atividade antifangica, Jodo Pessoa-PB, 20009.

Espécie Familia Nome Parte Constituinte (s) Referéncia
popular | utilizada quimico (s)
Ocotea odorifera Vell. Lauraceae | Sassafras | Folhas | Safrol Barreiro & Fraga,
1999
Rosmarinus officinalis L. | Lamiaceae | Alecrim Folhas | a-pinene, B-mirceno, | Angioni et al.,
canfora e eucaliptol | 2004; Pris et al.,
2006

Espécies fingicas

Foram incluidas no estudo 16 cepas fungicas:
C. albicans ATCC- 90028, C. albicans ATCC-76615,
C. albicans ATCC-76645, C.albicans ATCC-76485, C.
tropicalis ATCC-13803, C. albicans LM-42V, C.
albicans18F, C. albicans MD-37, C. albicans LM-968,
C. albicans ICB-12, C. tropicalis LM-708, C. tropicalis
LM-14, C. tropicalis LM-028, C. tropicalis LM-37, C.
tropicalis LM-13 e C. tropicalis LM-759.

As cepas foram mantidas em agar Sabouraud
dextrose -ASD a temperatura de 4°C, sendo utilizados
para 0s ensaios repiques de 24 horas em ASD
incubados a 35°C. No estudo da atividade
antimicrobiana utilizou-se in6culo fangico de,
aproximadamente, 10® UFC mL+* padronizado de
acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de
McFarland.

Diluicdo dos 6leos essenciais de O.
odorifera e R. officinalis
Os 6leos essenciais de O. odorifera e R.
officinalis foram diluidos, separadamente, seguindo
as recomendacdes de Allegrini et al. (1973), que
consiste na adicéo de 0,4 mL do 6leo essencial, 0,04
mL de TWEEN 80 e agua destilada estéril g.s.p. 5
mL. A mistura foi mantida sob constante agitacao,
por cinco minutos, em aparelho Vortex.

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) - Técnica da Microdiluicédo
A determinacdo da CIM para os éleos
essenciais foi realizada através da técnica da
microdiluicdo, com algumas adaptacdes, preconizada
pelo Método de Referéncia para Testes de Diluicdo
em Caldo para a Determinacao da Sensibilidade de
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Leveduras a Terapia Antifungica (NCCLS, 2002).
Inicialmente, foram distribuidos 100 uL de caldo
Sabouraud dextrose nos orificios das placas de
microdiluicdo. Em seguida, foram distribuidos 100 pL
da emulséo do 6leo essencial, a uma concentracéo
inicial de 5 mg mL™, que foi diluida seriadamente, a
partir da retirada de uma aliquota de 100 pL da cavidade
mais concentrada para a cavidade sucessora, gerando
uma concentracado final de 0,039 mg mL. Nos orificios
de cada coluna foram dispensadas aliquotas de 10 uL
do inéculo correspondente a cada cepa ensaiada na
concentracdo de 108 UFC mL*. Paralelamente, foram
realizados controle da viabilidade das cepas de
leveduras ensaiadas. Realizou-se também teste de
sensibilidade das cepas ensaiadas frente a acdo dos
antifiingicos miconazol e nistatina, consideradas
drogas de escolha na utilizagdo clinica, em
concentracdes iniciais de 32 ug mL* e 64 pug mL*,
respectivamente. Para controle de qualidade da
metodologia empregada, foi realizado o teste de
esterilidade do meio de cultura empregado.

Os ensaios foram realizados em duplicata e
incubados a 35°C durante 24-48 horas. Aleitura para
determinacdo da CIM dos 6leos essenciais sobre as
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cepas de leveduras foi feita a partir do método visual.
Foi levada em considerag&o a formacéao ou ndo de
aglomerados de células (“crescimento visual”) no
fundo da cavidade da placa. Dessa forma, considerou-
se como CIM, a menor concentragéo do produto em
teste capaz de produzir inibicdo visivel sobre o
crescimento das cepas de leveduras utilizadas nos
ensaios microbioldgicos (NCCLS, 2002).

Para confirmacdo da presenca de
microrganismos viaveis nas concentragdes nao
inibitorias, foi utilizado o corante TCC (2, 3, 5 trifenil
cloreto de tetrazdlio) no volume de 10 uL, que reflete
a atividade das enzimas desidrogenases, envolvidas
no processo de respiragdo. Isto torna possivel
distinguir as amostras vivas, coloridas de vermelho,
daquelas mortas que mantém a sua cor (Gabre, 1976;
Deswal & Chand, 1997).

RESULTADO

Todas as cepas ensaiadas, com excecao da
C. tropicalis LM 708, apresentaram-se sensiveis ao
6leo essencial de O. odorifera, sendo observado uma
CIM de 2,5 mg mL sobre 68% das cepas utilizadas

TABELA 2. Valores de CIM (mg mL™) dos 6leos essenciais de O. odorifera Vell. e R. officinalis L. frente as cepas

de Candida albicans e C. tropicalis.

Espécies fungicas CIM (mg mL™) CIM (mgmL™) | CIM (ng mL™") [ CIM (ng mL™
O.odorifera Vell. | R.officinalis L. Nistatina Miconazol

C. albicans ATCC-90028 25 2,5 2 1

C. albicans ATCC-76615 25 2,5 4 2

C. albicans ATCC-76645 25 2,5 4 1

C. albicans ATCC-76485 25 2,5 4 1

C. albicans LM- 42V 25 >5 8 2

C. albicans 18F 25 2,5 2 1

C. albicans MD-37 5 5 4 1

C. albicans LM-968 5 2,5 4 1

C. albicans ICB-12 25 >5 2 1

C. tropicalis ATCC-13803 5 5 1 0,5

C. tropicalis LM-708 >5 >5 4 1

C. tropicalis LM -759 25 5 4 1

C. tropicalis LM-14 25 5 4 1

C. tropicalis LM-28 25 5 4 2

C. tropicalis LM-37 25 5 4 1

C. tropicalis LM-13 5 5 4 0,5
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nos ensaios microbiolégicos. Resultado semelhante
foi observado para a R. officinalis L., onde foi
encontrada uma CIM de 5 mg mL* sobre 81% das
cepas ensaiadas, sendo identificada resisténcia
apresentada pela C. albicans LM42V, C. albicans
ICB12 e C. tropicalis LM0O78 (Tabela 1).

Todas as cepas mostraram-se sensiveis aos
produtos sintéticos padrdes avaliados, miconazol e
nistatina, utilizados em concentra¢des de 32 ug mL*
e 64 ug mL+?, respectivamente. Foram observadas
CIMs de 4 ug mL* e 1 ug mL* de miconazol e
nistatina, respectivamente, para a C. albicans ATCC
90028. Para a cepa de C. tropicalis ATCC 13803,
miconazol e nistatina em concentracdes de 2 ug mL*
e 1 ug mL*%, respectivamente, foram capazes de inibir
0 crescimento.

DISCUSSAO

Com frequencia, as infec¢des flingicas,
incluindo as da cavidade oral, séo de dificil tratamento,
fato que esta intrinsecamente relacionado a aquisicao
por parte dos seus agentes etioldgicos de resisténcia
a acao de antifungicos disponiveis. Nesse sentido,
utilizar produtos de origem natural para tratamento
de tais infec¢Bes representa importante possibilidade
de tratamento.

Oleos essenciais obtidos a partir de plantas
séo considerados fontes promissoras para elaboragdo
de farmacos utilizados no tratamento de micoses,
mesmo considerando que os fungos envolvidos em
infeccbes humanas apresentam-se relativamente
mais sensiveis aos antifingicos sintéticos comerciais
(Faleiro et al., 2003; Shin & Pyun, 2004).

A atividade antifingica do 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis L. tem sido objeto de estudo
de vérias pesquisas (Panizzi et al., 1993; Larrondo et
al., 1995; Mangena & Muyima, 1999; Daferera et al.,
2000; Lorenzi & Matos, 2002; Fenner et al., 2006).
Simdes et al. (1998) relatam que os 6leos volateis da
familia Lamiaceae, a qual pertence R. officinalis L.,
apresentam grande importancia econdmica e varias
espécies sdo cultivadas para utilizagdo na industria de
alimentos, cosméticos e, também, para fins medicinais.

Nascimento et al. (2000) verificaram
susceptibilidade da C. albicans frente ao extrato
hidroalcodlico de R. officinalis L. Quanto ao 6leo
essencial, Packer & Luz (2007) observaram, a partir
do teste de difusdo em meio solido, atividade
fungistatica do mesmo, identificando halos de inibi¢éo
maiores que 60 mm.

Corroborando com os resultados desta
pesquisa, Lima et al. (2006) verificaram incipiente
atividade antifiingica do 6leo essencial do R. officinalis
L. a 8%, sendo observado halo de inibicdo de 10 mm

para a cepa de C. albicans ATCC 76615 e auséncia
de atividade para cepas de C. tropicalis. Resultados
semelhantes também foram observados por Araujo
et al. (2004), que avaliaram a atividade antifingica
frente cepas de Candida do 6leo essencial dessa
planta.

Quanto a atividade da Ocotea odorifera Vell.,
Souza et al. (2004a) verificaram resisténcia da
Candida albicans ATCC10231 frente ao extrato
hidroalcodlico. Em outro estudo, realizado por Souza
et al. (2004b), também foi observada auséncia de
atividade antimicrobiana da Ocotea odorifera Vell.
Ressalta-se que estudos envolvendo a atividade
antifingica do 6leo essencial sdo escassos, sendo
esta pesquisa pioneira na determinacéo desta.

Como esperado, os antifngicos sintéticos
utilizados como controle do estudo (miconazol e
nistatina) apresentaram satisfatdria atividade sobre
as cepas ensaiadas, com CIMs variando entre 1 ug
mL* e 4 uyg mL*. Tal resultado tem justificado a
utilizacao dessas substancias como primeira escolha
no tratamento de candidose oral (Batista et al., 1999).

A fraca atividade antifingica frente cepas de
Candida apresentada pelos 6leos essenciais
utilizados neste estudo pode ser explicada pelas
caracteristicas quimicas dos mesmos, como
volatilidade, insolubilidade em agua e complexidade,
que podem interferir significativamente nos resultados
(Nascimento et al., 2007). Por outro lado, a
hidrofobicidade apresentada pelos 6leos essenciais,
responsavel pelo provavel mecanismo de acéo, pode
facilitar sua interacdo com estruturas celulares que
tem constituicao lipidica, promovendo aumento da
permeabilidade, provocando uma saida extensiva de
eletrélitos, indispensaveis a sobrevivéncia celular
(Prabuseenivasan et al., 2006).

Como descrito por Celiktas et al. (2007), as
condicdes ambientais, como solo, umidade e
temperatura, podem influenciar na atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais. Porém, como
0s Oleos avaliados neste estudo foram obtidos em
estabelecimento comercial, ndo se conhece as reais
condicdes de coleta e processamento do material
botanico, indicando, assim a necessidade de
realizacao de novos estudos.

A partir dos dados obtidos foi possivel concluir
gue os 6leos essenciais de Ocotea odorifera Vell. e
Rosmarinus officinalis L. apresentam fraca atividade
sobre espécies fungicas envolvidas em infecgbes da
cavidade oral. Nesse sentido, faz-se necessaria a
realizacdo de outros ensaios microbioldgicos com vista
a elucidar a atividade antifingica dos 6leos essenciais
de Ocotea odorifera Vell. e Rosmarinus officinalis L.,
bem como dos fitoconstituintes, na perspectiva de
elaboracdo de farmaco seguro e eficaz para
tratamento de micoses superficiais da cavidade oral.
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