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RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade antifingica do 6leo essencial
de Rosmarinus officinalis sobre a cinética do crescimento
de Candida albicans (ATCC289065) e C. tropicalis
(ATCC40042). Material e Métodos: Em tubos de vidro estéreis
foram adicionados 1,8mL de Caldo Sabouraud Dextrose,
0,2mL das suspensdes fungicas (1,5x10°UFC/mL) e 2mL da
diluicdo do o¢leo essencial de R. officinalis nas
concentracdes 2% e 1%. Posteriormente, realizou-se a
semeadura de 10pL das solucdes testadas nos tempos zero,
30, 60 e 120 minutos. Apés incubacéo a 37°C por 24 horas,
determinou-se o total de UFC/mL para cada amostra. A Solugao
de Hipoclorito de Sédio a 0,5% e o meio de cultura sem a
adicdo de antimicrobianos funcionaram como controle.
Resultados: O R. officinalis provocou, para C. albicans e
C. tropicalis, acentuac@o na curva de morte microbiana nos
intervalos 30 minutos (<3,5x10*UFC/mL) e 120 minutos
(<9x104UFC/mL), respectivamente. Para C. albicans,
observou-se diferenca estatisticamente significante (p-
valor<0,01) entre o controle de crescimento e o total de UFC/
mL produzido pelos produtos testados. Para C. tropicalis,
verificou-se diferenca estatisticamente significante (p-
valor<0,01) entre o efeito provocado pelo R. officinalis e o
total de UFC/ml do controle de crescimento e do Hipoclorito
de Sdédio. Conclusdo: O 6leo essencial de R. officinalis
apresentou acdo antifungica sobre o crescimento de C.
albicans e C. tropicalis, destacando-se maior efeito diante
do maior tempo de contato.
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SUMMARY

Objective: The aim of the study was to evaluate the antifungal
activity of the essential oil of Rosmarinus officinalis
(rosemary) on the growth kinetics of Candida albicans
(ATCC289065) and C. tropicalis (ATCC40042). Methods: Into
sterile glass tubes were inserted 1.8 mL of Sabouraud-
Dextrose broth, 0.2 mL of antifungal suspensions (1.5 x 108
UFC/mL) and 2 mL of the dilution of R. officinalis essential oil
at 2% and 1%. Posteriorly, 10iL of the test solutions were
sowed on plates at the times: zero, 30, 60 and 120 minutes.
After incubation at 37 ° C for 24 hours, the counting of CFU/
mL for each sample was determined. Sodium hypochlorite
solution at 0.5% and antimicrobial-free culture media were
used as controls. Results: Upon C. albicans and C. tropicalis,
R. officinalis intensified microbial death curve at 30 minutes
(<3.5 x 10* CFU/mL) and 120 minutes (<9 x 10* CFU/mL),
respectively. On C. albicans, statistically significant
difference (p<0.01) was found between growth control and
total CFU/mL promoted by the test products. Against C.
tropicalis, a statistically significant difference (p<0.01) was
verified between the effect caused by R. officinalis and the
total CFU/mL of growth control and sodium hypochlorite.
Conclusion: It was concluded that Rosmarinus officinalis
essential oil showed antifungal activity against C. albicans
and C. tropicalis, and better effects were observed in a
longer contact time.
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uso cronico de antimicrobianos pode alterar a
O'nicrobiotaresi dente da cavidade oral trazendo

como consequéncia o crescimento de
microorganismos potencialmente patogénicos. Esses
farmacos sdo muito utilizados para o tratamento da
candidiase e, a fim de restringir 0 uso de materiais
sintéticos, tem-se aumentado os estudos para obtengéo
de métodos alternativos naturais para combater o
crescimento de microorganismos (COSTA et al., 2009).

Sabe-se que as plantas séo utilizadas para
obtencdo de medicamentos, as quais representam uma
fonte de produtos naturais biol ogicamente ativos, com
propriedades fisico-quimicas e biolégicas adequadas
paraproducédo de farmacos (CL EFF, 2008).

Na literatura sGo encontradas diversas plantas
medicinais, entre as quais podemos citar o Rosmarinus
officinalis, conhecida popularmente como alecrim-de-
cheiro, alecrim-das-hortas, alecrim-comum, alecrim-
verdadeiro e rosmaninho. O alecrim é uma planta
encontrada na Regido Mediterranea e é cultivado em
todo o territério brasileiro, sendo muito utilizado para
consumo (SOUSA, CONCEICAO, 2007).

A atividade antifiingica do 6leo essencial de R.
officinalis (alecrim) jafoi descritapor SACCHETTI et
al., (2005), LIMA et al., (2006), POZZATTI et al., (2008),
havendo variabilidade quanto ao tipo de
microrganismos e técnica utilizada. Conhecendo o
aumento das infecgdes fungicas e diante da atividade
do 6leo essencial, assim como baixo custo efécil acesso,
h&um interesse em redlizar estudos afim de obter novos
antifungicos com bases naturais.

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
atividade antifungicado 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis (alecrim) sobre a cinéticado crescimento de
Candida albicans (ATCC289065) e Candidatropicalis
(ATCC40042).

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo de abordagem indutiva,
com procedimento comparativo estatistico etécnicade
documentacgdo direta em laboratério (LAKATOS,
MARCONI, 2009). O estudo do efeito dos produtos
testados sobre a cinética do crescimento de Candida
foi realizado através do método de contagem de células
viéveis para os fungos leveduriformes.

As cepas de referéncia utilizadas no estudo
foram C. albicans (ATCC 289065) e C. tropicalis
(ATCC40042), obtidas do Laboratorio de Materiais de
Referéncia do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (Fundagdo Oswaldo Cruz —
FIOCRUZ, Rio de Janeiro - RJ, Brasil). O processo de

reativacdo se deu em caldo Sabouraud-Dextrose, a37°C
e a estocagem em agar Sabouraud-Dextrose 4% no
L aboratorio de MicrobiologiaOra —Nucleo deMedicina
Tropical do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba. Para condugdo do
estudo, suspensdes flungicas, sob a concentragdo
1,5x10°8 microrganismos/mL, foram preparadas em
solugdo salina, comparavel ao tubo 0,5 da Escala de
MacFarland.

Os produtos empregados na avaliacdo do efeito
sobre a cinética de crescimento das leveduras foram o
6leo essencial de R. officinalis (Oleo essencial de
Alecrim. Ferquima® Ind. e Com. Ltda. Vargem Grande
Paulista— SP, Brasil), nas concentracfes 1% e 2%, bem
como asolucao de hipoclorito de sodio, naconcentragdo
1% (Solugdo de Milton — Solugéo 1% de Hipoclorito de
Sadio. Asfer-Ind. Quimicaltda. Sdo Caetano do Sul-SP,
Bradgl).

O ¢dleo essencia de R. officinalis foi obtido na
concentracdo pura e, para conducdo deste estudo,
diluido segundo o método descrito por ALIGIANNIS et
al., (2001), eLIMA et al. (2006). A densidade do produto
natural foi consideradaigual a0,9g/mL e adiluicéo se
deu pelaadicédo de: 0,4 mL do 6leo essencial em 10 mL
de &gua destilada estéril e Tween 80 (agente
emulsificante). O conjunto foi agitado durante 5 minutos
em aparelho agitador de solucBes tipo Vortex (Mod.
AP56, Phoenix). A concentraco final obtidafoi de4%e
a concentracdo subsequente (2%) foi alcangada
mediante dilui ¢do seriadacom aguadestilada. A solucéo
de hipoclorito de sddio 1% (controle) foi utilizada em
sua formulagdo comercial. Durante a realizagdo do
ensaio de cinética, a concentracdo dos produtos
testados foi reduzida pelametade devido amisturacom
o volume do meio de culturaeindculo.

Em tubos de vidros estéreis foram inseridos:
0,2mL das suspensdesfingicas (1,5x10° microganismos/
mL); 1,8mL de Caldo Sabouraud-Dextrose (duplamente
concentrado); e 2mL das dilui¢cBes do 6leo essencial
(concentracfes 2% e 1%), ou do controle (solucdo de
hipoclorito de sodio 0,5%), ou de solucdo salina
(controle de crescimento).

Os tubos permaneceram incubados em estufa
bacteriol 6gicaa37°C no decorrer do ensaio. Nostempos:
zero, 30, 60 e 120 minutos, aiquotas de 10iL do contelido
dos pocos foram semeadas em placas de agar
Sabouraud-Dextrose para posterior contagem de
coldnias e determinacdo do total de Unidades
Formadoras de Coldniapor mililitro (UFC/mL). Asplacas
inoculadas formaincubadas em estufabacteriolégicaa
37°C, por 24 horas, emtriplicata.

Apés o periodo de incubagdo, o total de UFC/
mL para cada produto testado, nos tempos e
concentragdes predeterminadas, frente acadacepa, serd
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obtido a partir da contagem do total de coldnias RESULTADOS
formadas sobre as placas de agar Sabouraud-Dextrose.
Os dados (total de UFC/mL) foram tabulados no AsFiguras 1 e 2 apresentam os valores obtidos
programa GraphPad Prism 5.0 (Programa GraphPad for na curva de morte microbiana para C. albicans e C.
Windows, San Diego, CA - USA), pelo qual se procedeu tropicalis, respectivamente, provocados pelo 6leo
andlise estatistica pelo teste Kruskal-wallis e Dunn, essencial Rosmarinus officinalis nos tempos testa-
sendo adotado nivel de confianca de 95%. dos.
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DISCUSSAO

OLIVEIRA et al., (2008), e LEITE (2007),
realizaram estudos em que determinaram a cinética de
morte fangica e bacteriana, respectivamente, e
observaram o comportamento das cepas frente a 6leos
essenciais, havendo, em ambos estudos, acentuacéo
de morte microbiana diante de tempos maiores.
Encontramos poucos dados naliteraturasobre acinética
de crescimento fingico que permitam comparar ediscutir
com os resultados do nosso estudo.

No presente trabalho, observamos no gréfico 1
gue acurvade cinéticafungicada cepade C. albicans
frente ao 6leo essencial R. officinalis a 1% e a 2%
apresentou-se decrescente no tempo 0 minutos. A partir
de 30 minutos e nos tempos subsequentes, esse
resultado foi semelhante ao controle positivo, se
aproximando de zero UFC/mI. A concentragéo de 2%
mostrou-se mais eficaz em rel agdo aguelade 1%.

ParaC. tropicalis(Gréfico 2), no tempo 0 minutos
houve decréscimo nacurva, porém, nostempos 30, 60 e
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120 minutos, elamanteve-se com val ores aproximados,
n&o assemel hando-se ao controle positivo. Nostempos
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