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Analise fitoquimica e atividade antifungica do 6leo essencial de folhas de Lippia
sidoides Cham. e do Timol contra cepas de Candida spp
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RESUMO: A resisténcia de fungos do género Candida aos farmacos quimicos tem langado o
desafio de se identificar novas substancias que possuam atividade antibidtica ou venham a
modular o efeito de produtos atualmente usados contra candidiase. O presente estudo avaliou
a atividade antifungica do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. e do timol, sobre cepas de
Candida. Inicialmente os produtos foram testados frente a 16 cepas fungicas pela técnica de
difusdo em meio sdlido, o que permitiu selecionar linhagens para continuidade da pesquisa.
Com as linhagens de Candida krusei (CK LMBM 01, CK LMBM 02), Candida albicans (CA LM
62) e Candida tropicalis (CT LM 20), procedeu-se, por microdiluigdo em caldo, a determinagao
da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) e em meio soélido, a Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) dos produtos foi identificada. O microcultivo das leveduras em meio empobrecido foi
realizado para verificagdo de alteragdes morfologicas e, além disso, uma analise da composigao
quimica do o¢leo foi realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM). Nesta analise, o constituinte majoritario foi o timol (84,95%), seguido de compostos
como p-cimeno e Eter metil carvacrol, entre outros. A CIM do 6leo essencial de Lippia sidoides
Cham. frente as cepas variou entre 64 e 256 ug/mL, enquanto a CIM do timol foi estabelecida
entre 32 e 64 ug/mL. A CFM do 6leo essencial foi determinada entre 128 e 512 yg/mL e para o
timol foram encontrados valores entre 64 e 128 ug/mL. Em relagédo a analise micromorfoldgica,
verificada nas concentracdes de CIM e CIM x 2, o 6leo essencial inibiu o dimorfismo das
cepas CK 01 e CT 20 na CIM e quando foi ensaiado o timol, este, na CIM, impediu a transicao
morfologica das cepas CK 01 e CA 62. Uma redugéo da morfogénese também foi obsevada
na cepa CT 20, porém apenas em CIM x 2 e de forma mais discreta. Os resultados enaltecem
o potencial antifungico de L. sidoides e de seu composto majoritario timol tanto no combate
a Candida quanto na neutralizacdo de um dos fatores de viruléncia, a capacidade invasiva
por formacao de hifas e pseudohifas verificado na condigao patogénica da candidiase. Estes
dados séo promissores e poderao incentivar futuras pesquisas sobre os aspectos fitoquimicos,
toxicologicos e farmacoldgicos tanto do 6leo essencial de Lippia sidoides como também de
seus componentes quimicos.

Palavras-chaves: Lippia sidoides, timol, atividade antifungica, inibicdo de viruléncia.

ABSTRACT: Phytochemical analysis and antifungal activity of the essential oil of Lippia
sidoides Cham. and of the Thymol against Candida strains. The resistance of the Candida
against drugs has been a challenge to the discovery of new substances with antimicrobial or
modulatory effects that could be used against the cadidiasis. This work evaluated the antifungal
activity of the essential oil of Lippia sidoides Cham. and of the Thymol against Candida strains.
The products were tested towards 16 strains of Candida using the diffusion method, which
allowed to select the strains in order to proceed with the research. The strains of Candida krusei
(CKLMBM 01, CK LMBM 02), Candida albicans (CA LM 62) and Candida tropicalis (CT LM 20)
were assayed by the microdilution method so that the Minimal Inhibitory Concentration (MIC)
and the Minimal Fungicide Concentration (MFC) could be determined. The morphogenesis
of the Candida was evaluated using poor environment in order to observe morphological
changes. The composition of the essential oil was determined by GC-MS. The main compound
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observed was the thymol (84.95%). The MIC of the essential oil of L. sidoides and Thymol
ranged between 64 to 256 pg/mL, and between 32 to 64 ug/mL respectively. The MFC of the
essential oil and the thymol varied between 128 to 512 pg/mL and 64 to 128 pg/mL respectively.
The morphogenesis of different Candida strains was inhibited in the MIC and MICx2 to the
essential oil and thymol. The results indicated the antifungal potential of the L. sidoides and of
the Thymol due to the inhibition of the invasive capacity, one of the most important virulence
factors for the candidiasis™ development. These results are promising to new researches about
the phytochemical, toxicological and pharmacological aspects of the essential oil of L. sidoides

and its phytochemical compounds.

Keywords: Lippia sidoides, thymol, antifungal activity, inhibition of virulence.

INTRODUGAO

Nas infecgbes fungicas, as leveduras do
género Candida s&o as mais comuns causadoras de
micoses superficiais ou invasivas em seres humanos
(Dignani et al., 2003). As espécies de Candida
colonizam as mucosas de todos os seres humanos
durante ou apdés o nascimento, existindo sempre
o risco de infeccdo enddgena. A candidiase é a
micose mais comum, sendo os agentes causadores
mais frequentes a Candida albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii e C.
dubliniensis (Micthell, 2009).

Lippia sidoides Cham., conhecida
popularmente como alecrim-pimenta, alecrim-
do-nordeste e estrepa-cavalo, pertencente a
familia Verbenaceae, € um arbusto caducifdlio,
ereto, bastante ramificado e quebradico, de 2-3
m de altura, préprio da vegetagdo do semi-arido
nordestino do Brasil (Lorenzi & Matos, 2002). O dleo
essencial obtido das folhas dessa planta possui uma
ampla diversidade quimica, tendo como principal
componente o timol, com teor variando entre 34,2
a 95,1% em varias determinacdes (Leal et al.,
2003). Sao nas folhas que se encontra até 4,5%
de 6leo sendo o timol responsavel por seu cheiro
caracteristico (Matos, 2002).

Os oleos essenciais sdo compostos
volateis naturais, possuem como caracteristica
forte odor e sao produzidos por plantas aromaticas
a partir do metabolismo secundario e contém de
20 a 60 constituintes em diversas concentragoes.
Sao conhecidos pela fragrancia e por possuirem
propriedades fungicidas, bactericidas, antivirais
e medicinais, podendo ser empregados como
antimicrobianos, analgésicos, sedativos e anti-
inflamatorios (Bakkali, 2008).

Diversos estudos tém evidenciado o
efeito de compostos isolados, extraidos a partir
de dleos essenciais de plantas, que agem como
fungicidas naturais, inibindo a atividade fungica,
dentre os quais, um numero bastante significativo
destes constituintes se mostrou eficaz (Abdelgaleil
et al., 2008). Os constituintes quimicos dos
6leos essenciais variam desde hidrocarbonetos

terpénicos, fendis, alcodis simples, éteres, ésteres,
aldeidos, acidos organicos, cetonas, lactonas,
cumarinas, até compostos contendo nitrogénio e
enxofre (Simdes et al., 2004).

Diante destas consideragdes, o presente
estudo teve como finalidade avaliar a atividade
antifungica, in vitro, do 6leo essencial de Lippia
sidoides Cham. (alecrim-pimenta) e de seu composto
majoritario timol frente a cepas de Candida, bem
como avaliar o potencial destes produtos na redugéo
da viruléncia de espécies do género Candida,
por meio da alteracdo no dimorfismo celular das
leveduras.

MATERIAIS E METODOS
Selegéo e coleta do material botanico

O material botanico de Lippia sidoides
Cham. foi coletado no Horto de Plantas Medicinais,
do Laboratério de Pesquisas de Produtos Naturais
— LPPN, da Universidade Regional do Cariri -
URCA Coordenadas: 07° 14’ 19,2” de latitude Sul
e 39° 24’ 52,8” de longitude West de Greenwich.
As folhas foram selecionadas e postas pra secar
a sombra e temperatura ambiente (25°C). Cinco
ramos compostos de folhas e flores foram separados
para preparagédo da exsicata, que foi depositada
no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima,
da Universidade Regional do Cariri - URCA, sob o
numero de herbario 8096.

Extracao de éleo essencial

Folhas frescas de Lippia sidoides Cham.
foram coletadas as 09:00 horas, + 30 minutos,
500 g desse material foi picotado, com tesoura,
em pedacos de aproximadamente 1 cm? e imersas
em agua destilada, em baldo de vidro de 5 litros,
sendo submetidas a extragdao com aparelho de
Clevenger a uma temperatura de 100°C, durante
2 horas (modificado a partir de Gottlieb, 1960),
obtendo-se 2,5g de 6leo essencial, correspondente
a um rendimento de 0,5%. O dleo foi submetido a
Cromatografia Gasosa, acoplada a Espectrometria
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de Massa — CG-EM, para identificagdo de seus
fitoconstituintes.

Analise do 6leo essencial por CG-EM

A andlise do dleo foi realizada utilizando
um Shimadzu CG/EM - série QP2010 (sistema CG/
EM): coluna capilar Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25
pm de espessura do filme), o gas hélio a 1,5 mL/
min, temperatura do injetor 250 °C; temperatura do
detector 290 °C, temperatura da coluna 60 °C - 180
°C a 5 °C/min, em seguida, 180 ° - 280 °C a 10 °C/
min (10 min). Velocidade de digitalizacéo foi de 0,5
scan/seg de m/z 40 e 350. Relagao Split (1:200).
Volume injetado: 1 uL de [25 uL (6leo essencial) / 5
mL CHCIL,] (1:200). Tempo de corte do solvente = 2,5
min. O espectrémetro de massas foi operado com
70 eV de energia de ionizagdo. Os componentes
individuais foram identificados por correspondéncia
dos seus espectros de massas com os da base de
dados usando a biblioteca de espectro de massa
NIST 08, indices de retengcéo, e comparagao com
os dados publicados (Adams, 2001).

Micro-organismos

Para os ensaios de atividade antifungica
do oleo essencial de L. sidoides e do timol,
foram utilizadas um total de 16 cepas de fungos
leveduriformes das espécies C. albicans, C.
tropicalis e C. krusei isoladas de amostras bioldgicas,
codificadas como CALM 12, CALM 62, CALM 77,
CA LM 106, CA LM 108, CALM 109, CA LM 111,
CALM 122, CT LM 06, CT LM 10, CT LM 14, CT
LM 18, CT LM 20, CT LM 23, cedidas pela Dra.
Edeltrudes Oliveira Lima do Laboratério de Micologia
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB-PB) e
as cepas CK LMBM 01 e CK LMBM 02 isoladas no
Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular
(LMBM) da Universidade Regional do Cariri. Todas
as linhagens foram mantidas em tubos de ensaio
contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD) inclinado,
sob refrigeragao (4 °C).

Meios de Cultura

Foram utilizados nos ensaios para avaliagao
da atividade antifungica o meio sélido Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) e o meio liquido Caldo
Sabouraud Dextrose (CSD), adquiridos da Difcoe®
e preparados de acordo com as instrugdes do
fabricante. O Agar-arroz foi produzido segundo
Sidrim & Rocha (2010), com agua destilada e
esterilizados em autoclave, a 121 °C por 15 minutos.
O timol cristalizado foi gentilmente cedido pelo
Laboratério Synth, Sdo Paulo, Brasil.

Inéculo
Para o procedimento de preparagéo do
inéculo dos fungos, primeiramente os isolados

foram cultivados em meio ASD inclinado a 37 °C
por 24 h (overnight). Inicialmente foram preparadas
suspensdes dos micro-organismos em tubos
contendo 5 mL de solugao estéril (NaCl a 0,9%).
Em seguida, essas suspensdes foram agitadas
por 2 minutos com auxilio do aparelho Vortex.
Apods agitagdo, cada suspenséao teve sua turbidez
comparada e ajustada aquela apresentada pela
suspenséo de sulfato de bario do tubo 0,5 da escala
de McFarland, a qual corresponde a um in6culo de
aproximadamente 108 Unidades Formadoras de
Coldnias/mL — UFC/mL (Cleeland & Squires, 1991;
Hadacek & Greger, 2000; Souza et al., 2007).

Screening

O ¢6leo essencial e o timol foram
solubilizados inicialmente em dimetilsulfoxido
(DMSO) e posteriormente em agua destilada a fim
de obter uma solugédo estoque na concentragéo
desejada. O ensaio foi realizado de acordo com
Coutinho et al. (2008), pelo método da difusdo em
cavidades realizado em placas de Petri com ASD,
nas quais foram inoculados os fungos e perfuradas
cavidades de 6 mm, seladas posteriormente com
meio ASD fundido e preenchidas com 50 uL do
6leo diluido ou timol (10.000 pg/mL), sendo levadas
posteriormente a incubadora (37 °C) por 24 h. Foi
realizado um controle com DMSO para descartar
a interferéncia do mesmo no resultado. Apods a
incubagéo procedeu-se a verificagdo do diametro
dos halos de inibigdo, onde as maiores medidas
(acima de 5 mm) direcionaram a selegado das
linhagens para realizagdo da pesquisa.

Determinacdo da Concentragao Inibitéria
Minima (CIM)

A determinacéo da CIM do éleo essencial
de L. sidoides e do timol foi realizada pela técnica
de microdilui¢do, utilizando placas contendo 96
cavidades com fundo em forma de “U” e em triplicata
(Ellof, 1998; Souza et al., 2007). Em cada orificio
da placa foi adicionado 100 pL do meio liquido
CSD duplamente concentrado contendo, neste,
10% de suspensao fungica em salina. A placa foi
preenchida no sentido numeérico e em seguida foram
adicionados 100 pL do 6leo essencial, previamente
diluido, no primeiro pogo de cada coluna da placa,
procedendo-se a microdiluicdo seriada com a
solugdo de 100 uL do produto natural, onde as
concentracgdes variaram de 1024 a 1 ug/mL. O ultimo
poco foi destinado ao controle de crescimento de
micro-organismos. Um controle com DMSO (10%)
foi realizado para confirmagéo de atividade restrita
aos produtos. As placas foram levadas a estufa por
24 h a 37 °C (Javadpour et al., 1996). Arevelagao da
CIM foi feita pela observagao da turbidez provocada
pelo crescimento. A CIM para os produtos testados
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foi definida como a menor concentragao capaz de
inibir visualmente o crescimento fungico verificado
nos orificios, quando comparado com o crescimento
controle (NCCLS, 2002).

Determinacgao da Concentragao Fungicida
Minima (CFM)

A concentragcao fungicida minima foi
realizada a partir de cada inéculo do teste anterior
que nao apresentou crescimento e os controles
positivos. Uma algcada de cada pogo, ou seja,
dos pogos onde foram determinadas as CIMs,
foi subcultivada em placas de Agar Sabouraud
Dextrose, devidamente identificadas. Apds 24 horas
de incubagédo a 35 + 2 °C, realizou-se leitura, com
a finalidade de observagédo do crescimento das
colénias. As leituras das CFMs foram realizadas
com base no crescimento dos controles, sendo
considerada CFM, a menor concentragdo da droga
que impediu crescimento visivel do subcultivo
(Shadomy et al., 1985).

Efeito do 6leo essencial de Lippia sidoides
Cham. e do Timol sobre a micromorfologia de
Candida

Para observagao de alteragdes morfolégicas
das cepas de Candida foi empregada a técnica do
microcultivo para leveduras, utilizando o meio agar-
arroz em camara umida (Sidrim & Rocha, 2010;
Kurtzman & Fell, 1998). Foram considerados os
resultados obtidos na determinacdo da CIM dos
produtos avaliados sobre as mesmas cepas deste
estudo e adicionadas quantidades suficientes das
emulsbées do dleo essencial de L. sidoides e do
Timol ao meio de cultura agar-arroz, nas variadas
concentragdes dos produtos, no referido meio (CIM,
CIM x 2).

Foi depositado 2 mL de agar-arroz,
associados aos produtos testes, nas respectivas
concentragoes, fundidos sobre uma Iamina estéril,
contida sobre um suporte (outra lamina) dentro de
uma placa de Petri. Apds solidificagdao do meio,
foi semeada a levedura, com auxilio de uma
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alga calibrada niquel-cromo de 1 pL (0,007 mL),
fazendo duas estrias paralelas. As estrias foram
cobertas com laminulas esterilizadas. Para evitar
ressecamento do meio, foi preparada uma camara
Uumida, acrescentando 1 mL de agua destilada sobre
um pedacgo de papel filtro (3x3 cm) estéril na placa,
durante o periodo de incubagao. Decorrido o tempo
de incubagédo (24 h a 37 °C), cada preparagao foi
examinada em microscopia 6ptica, com aumento
de 40x, para a observagao de possiveis alteragdes
na morfologia fungica, quanto a formacgéao de hifas e
pseudohifas, importante fator de viruléncia fungica.
As Imagens dos microcultivos foram captadas por
camera fotografica com zoom de 4x.

RESULTADOS

Através da realizagdo da Cromatografia
Gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) onde foi avaliado o 6leo essencial
obtido das folhas de L. sidoides foi possivel
identificar fitoconstituintes existentes no produto
natural apresentados na (tabela 1), revelando
como componente majoritario, o timol, com uma
concentragado de 84,95%. Outros compostos
também foram detectados, porém em percentuais
inferiores. Nesta analise realizada, o predominio foi
de compostos monoterpénicos.

No screening realizado pelo método de
difusdo por cavidade, foram selecionadas as
linhagens CK LMBM 01, CK LMBM 02, CA LM 62
e CT LM 20 para as quais os produtos testados
mostraram melhor efeito, com halos de inibi¢cao
variando entre 5 e 6 mm.

A realizacdo do ensaio para determinagao
da CIM do ¢6leo essencial de L. sidoides (OELS),
revelou potencial antifungico com efeito inibidor
observado nas concentragdes que variavam entre
64 e 256 pg/mL, enquanto a CIM do timol variou
entre 32 e 64 pg/mL (Tabela 2).

Tanto o 6leo quanto o timol demonstraram
efeito fungicida onde a Concentragcao Fungicida
Minima (CFM) do OELS apresentou valores que

TABELA 1. Composigao quimica (%) do 6leo essencial das folhas de Lippia sidoides Cham.

Composto TR IK Lit.> IK Calc.: (%)
p-cimeno 4.231 1025 1020 5.33
1,8-cineol 4.432 1031 1043 1.68
y-terpineno 5.001 1060 1081 1.31
Eter metil carvacrol 9.722 1164 1194 3.01
Timol 11.803 1290 1288 84.95
Carvacrol 12.693 1299 1332 0,41
B — cariofileno 15.1 1418 1439 1.17
TOTAL 97.86

TR - Tempo de Retengao; IK Lit.- indice Kovats encontrados na literatura; IK Calc. - indice Kovats calculados; % - porcentagem

Rev. Bras. Pl. Med., Campinas, v.17, n.4, supl. I, p.836-844, 2015.



840

TABELA 2. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial Lippia sidoides Cham. e do timol.

MICRO-ORGANISMOS

CK 01 CK 02 CA62 CT20
OELS 128 256 128
TIMOL 32 64 32

OELS - 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. CK — Candida krusei; CA - Candida albicans; CT — Candida tropicalis. Valores informados

em pg/mL.

TABELA 3. Concentragédo Fungicida Minima (CFM) do 6leo essencial Lippia sidoides Cham. e do timol.

MICRO-ORGANISMOS

CK 01 CK 02 CA62 CT 20
OELS 256 512 256
TIMOL 64 128 64

OELS - 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. CK — Candida krusei; CA - Candida albicans; CT — Candida tropicalis. Valores informados

em pg/mL.

variaram de 128 a 512 ug/mL enquanto para o timol
a concentracao fungicida variou entre 64 e 128 ug/
mL, como pode ser visto na (tabela 3). Os resultados
obtidos indicam que tanto o OELS quanto o timol
sao produtos de efeito antifungico significativo e de
relevancia clinica.

A técnica do microcultivo para fungos foi
empregada na determinagéao do efeito dos produtos
sobre a transicdo morfolégica das amostras de
Candida, utilizando-se o meio sélido agar-arroz,
meio empobrecido apropriado capaz de causar
stressamento em leveduras, por inanigao, tendo
como consequéncia a emissao de hifas visando
a busca de nutrientes. Neste estudo, ao meio
de cultura agar-arroz, foram adicionadas as
emulsdes do 6leo essencial nas concentracdes
correspondentes as concentragcdes CIM e CIM x 2.
O controle de crescimento e um controle de DMSO
também foram realizados.

Em relacao a interferéncia do 6leo essencial
sobre a micromorfologia fungica, por meio da
analise em microscopia, nos experimentos controle,
verificaram-se as caracteristicas morfoldgicas
inerentes a cada espécie, deste modo, comprovando
a viabilidade celular e a capacidade normal de
morfogénese das mesmas. As imagens obtidas
nos testes e aqui apresentadas (Figura 1) constam
apenas do controle e da demonstragéo do efeito
dos produtos frente as leveduras, quando estes
causaram alguma alteragao.

Quando cultivadas em meio de cultura
acrescido do OELS, as cepas CK LMBM 01 e CT
LM 20 apresentaram alteragdes no seu potencial
dimérfico, ndo tendo sido registrada a presencga de
hifas e pseudohifas, conforme visualizado na (Figura

1). As alteragbes foram bastante semelhantes
em todas as concentragdes, entretanto pode-
se observar um efeito de inibicdo diretamente
proporcional a concentragao. O 6leo essencial ndo
interferiu na transicdo morfoldgica das linhagens CA
LM 62 e CK LMBM 02.

As cepas CK LMBM 01 e CA LM 62
cultivadas na presenga do timol, apresentaram
alteragdes morfolégicas em todas as concentracdes
ensaiadas, ndo havendo registro de hifas ou
pseudohifas, como pode ser observado na Figura
1. Ja a cepa CT 20, quando cultivada na presenca
do monoterpeno, sofreu uma redugéo no processo
de morfogénese, diminuindo a emissao de brotos,
apenas quando a concentracao inibitéria foi
duplicada (CIM x 2), revelando que o efeito acentua-
se a medida em que se eleva a concentragéo. Assim
como o dleo, o timol também nao influenciou a
transicdo morfolégica das leveduras de C. krusei
LMBM 02.

DISCUSSAO

O potencial antifungico da espécie L.
sidoides tem sido revelado em estudos realizados
utilizando-se diferentes metodologias. Para
expressar inicialmente o seu potencial antifungico,
Farias et al. (2012) testou um extrato etandlico da
planta através de difusdo em disco verificando que
ela foi efetiva contra 45 estirpes de espécies de
Candida. Batista et al. (2013), utilizando o método
de difusdo em Agar, verificou que tanto o éleo quanto
o extrato da planta exibiram efeito contra linhagens
de C. albicans C. guilliermondii C. parapsilosis e C.
tropicalis. O 6leo essencial de L. sidoides apresentou
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FIGURA 1. AIterag@es morfologicas observadas através de microcultivo das linhagens de Candida na presencga
e na auséncia de Oleo Essencial de Lippia sidoides e timol.

Linhagem Controle de Crescimento Teste com OELS (MIC)

C. krusei
(CK LMBM 01)

C. tropicalis (CT LM 20)

Teste com Timol (MIC)

Linhagem Controle de Crescimento

C. krusei
(CKLMBM 01)

C. tropicalis (CT LM 20)

C. albicans
(CALM 62)

OELS - ¢leo essencial de Lippia sidoides; LM: Laboratério de Micologia; LMBM: Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular;
micrografia realizada através de microscopia 6ptica em objetiva de 40X; imagem fotografica captada com zoom de 4X em camera digital.
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atividade antifingica contra cepas de Candida spp.
e Microsporum canis em ensaios realizados por
Fontenelle et al. (2007). Em um estudo comparativo
sobre atividade antimicrobiana do 6leo essencial e
seus componentes maijoritarios, timol e carvacrol,
contra diferentes espécies de bactérias e contra o
fungo C. albicans, utilizando a diluicdo de caldo e
ensaios de difusdo em disco, Botelho et al. (2007)
demonstrou que os trés compostos exibiram
atividade antibacteriana e antifungica, sendo
os melhores resultados atribuidos ao timol e ao
carvacrol.

Andlises fitoquimicas do 6leo essencial
de L. sidoides realizadas em estudos anteriores
revelaram a presenca de constituintes como
timol, carvacrol, a-pineno, p-pineno, 1,8 cineol,
-y-terpineno, p-metadieno, metil-timol, metil-
carvacrol, linalol, 4-terpineole, -yelemeno (Matos &
Oliveira, 1998; Leal et al., 2003). Nestas analises
o timol tem sido reconhecido como o composto
maijoritario e pesquisas indicam que este pode estar
relacionado com a propriedade antibacteriana e
antifungica do 6leo essencial de L. sidoides (Matos
& Oliveira, 1998).

A atividade dos Oleos essenciais sobre
bactérias Gram-positivas e fungos parece ocorrer
de forma semelhante. Os constituintes dos 6leos
destroem a membrana citoplasmatica e parede
celular de bactérias e fungos, isso resulta em
extravasamento do citoplasma e sua coagulagéo,
além de inibir a respiragédo celular (Cox et al.,
2000). A agao de dleos essenciais contra fungos
pode ser observada por meio das alteragdes
morfoldgicas, que podem ser visualizadas tanto
macroscopicamente como microscopicamente
(Kalemba & Kunicka, 2003).

Segundo critérios propostos por Sartoratto
etal (2004), dleos essenciais com CIM entre valores
de 50 e 500 pg/mL sdo considerados com forte
atividade antimicrobiana, com CIM entre 600 a 1500
pg/mL possuem atividade moderada e CIM acima
de 1500 pug/mL séo considerados com atividade
fraca. Neste contexto, os resultados obtidos indicam
que o Oleo essencial de L. sidoides pode ser
considerado como produto natural de forte atividade
antimicrobiana.

O dleo essencial obtido das folhas de
L. sidoides exibe rendimento bastante variavel,
algumas vezes podendo chegar préximo a 6%,
e possui como caracteristicas sabor fortemente
picante e acentuado odor de timol (Souza et al.,
2004). Na maioria dos estudos apresenta como
composto majoritario o timol, um monoterpeno
fendlico (Craveiro et al., 1981; Matos & Oliveira,
1998; Fontenelle et al., 2007; Delfino, 2012;
Veras et al.,, 2012). O mesmo componente foi
encontrado na CG-EM realizada neste estudo.

Outros componentes podem ser encontrados
geralmente em concentra¢cdes menores, entre eles,
B-cariofileno, Etil-metil-carvacrol, mirceno, p-cimeno,
p-cineol e y-terpineno (Matos et al., 1998; Fontenelle
et al., 2007; Monteiro et al., 2007; Cavalcanti et
al., 2010; Veras et al., 2012). A maioria destes
compostos também foram encontrados no OELS.

Aformagao de hifa e pseudohifa por fungos
do género Candida séo descritos como fatores de
viruléncia, pois essas estruturas representam uma
barreira para fagocitose impedindo sua eliminagao
no tecido epitelial. Mudangas morfolégicas estédo
agregadas a patogenicidade do micro-organismo, e
acredita-se que fatores ambientais possam alterar
o estado fisioldgico das leveduras comensais,
induzindo alteragbes morfogenéticas que resultam
na formacao de micélio, o qual esta associado com
a evolugédo dos estados patolégicos (Romani et
al., 2003; Whiteway & Oberholzer, 2004). Essas
mudangas causam implicagdes na patogénese
e no diagndstico das infecgdes causadas por
esses micro-organismos, e ocorrem tanto in
vivo quanto in vitro. Nos testes in vitro, a forma
micelial ou de pseudo-micélio, é influenciada por
fatores ambientais. O dismorfismo de fungos do
género Candida spp foi observado em infecg¢des
ativas, com predominancia da forma blastospérica
(leveduriforme), estas formas estéo associadas com
a colonizagao inicial ao passo que a forma micelial
(pseudohifas) encontra-se associada com a invasao
do fungo (Lo et al., 1997; Romani et al., 2003).
Portanto, alteragbes na micromorfologia, como a
inibicdo da formacgao de pseudohifas que ocorreram
com o uso do OELS e do timol, sdo importantes para
impedir o crescimento, a viabilidade e principalmente
a viruléncia dos fungos.

Alteracdes na morfologia da célula
fungica causadas por 6leos essenciais podem
estar relacionadas com a interferéncia dos seus
constituintes quimicos sobre enzimas responsaveis
pela biossintese ou manutengéo da parede celular,
afetando o crescimento e morfogénese fungica
(Zambonelli et al., 1996; Debillerbeck et al., 2001).
Tanto o OELS quanto o timol provocaram inibigao
da formacao de pseudohifas, que sao fatores de
viruléncia importantes no desenvolvimento das
candidiases, sendo o efeito de inibigao diretamente
proporcional a concentragdo. Dessa maneira, na
cepa CK LMBM 01, a inibigao pode ter sido devido
ao timol, que isoladamente, conseguiu impedir a
formacao das pseudohifas. Entretanto para a cepa
CT LM 20, algum outro fitoconstituinte do éleo foi
responsavel pela agado antifungica, uma vez que
ndo foi observada a mesma atividade no ensaio
com o timol. Em relagdo a cepa CA 62, enquanto o
timol conseguiu inibir a formagao das pseudohifas,
o OELS né&o apresentou nenhum efeito sobre
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esta, sugerindo que possivelmente algum outro
fitoconstituinte presente no 6leo tenha interagido
com o timol e modificado o seu potencial de agao
antifungica.

CONCLUSAO

O dleo essencial obtido das folhas de L.
sidoides, bem como 0 seu composto majoritario timol,
apresentou potencial antiingico expressivo com
relevancia clinica para todas as cepas estudadas,
causando inclusive efeito fungicida. Ambos os
produtos causaram alteragbes morfolégicas nas
células fungicas, provocando inibigdo ou redugao
da emissao de hifas e pseudohifas, um de seus
principais fatores de viruléncia, responsavel por
seu potencial invasivor de tecidos. Outros estudos
entretanto, serdo necessarios no sentido de
investigar com maior profundidade o mecanismo de
agao destes produtos naturais sobre a morfologia
das leveduras do género Candida.
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