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RESUMO

Desde a antiguidade, as plantas tém suscitado grande interesse pelos beneficios que trazem para
a salde humana. Em particular, algumas espécies de plantas, para além das suas caracteristicas
aromaticas, constituem uma fonte natural de diversos compostos fenodlicos, estes que, por sua
vez, trazem propriedades benéficas, como, acdo antiflngica. Neste trabalho, estudou-se esta
acdo em amostras de Rosmarinus officinalis, popularmente conhecido como alecrim, sobre
cepas ATCC de Candida albicans. Inicialmente o extrato a 90% foi preparado e depois de
diluido em extratos alcodlicos nas concentracGes de 80%, 70% e 60%, estas adicionadas em
discos de papel filtro e distribuidas em placas de petri. A eficiéncia do R. officinalis foi testada
por diametro do halo de inibicdo, sobre a C. albicans. O extrato alcodlico apresentou inibicéo,
é possivel atribuir a formacdo dos halos de inibicdo a presenca dos metabolitos secundarios
presentes planta.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis, antifungica, Candida albicans.



ABSTRACT

Since antiquity, plants have aroused great interest in the benefits they bring to human health. In
particular, some species of plants, in addition to their aromatic characteristics, combine a natural
source of several phenolic compounds, which, in turn, bring beneficial properties, such as
antifungal action. In this work, this action was studied in Rosmarinus officinalis, popularly
known as rosemary, on ATCC strains of Candida albicans. Initially, the 90% extract was
prepared and after diluted in alcoholic extracts in the options of 80%, 70% and 60%, these were
added on filter paper discs and distributed in petri dishes. The efficiency of R. officinalis was
tested by diameter of the inhibition zone, on C. albicans. The alcoholic extract shows inhibition,
it is possible to attribute the formation of the inhibition halos to the presence of the secondary
metabolites present in the plant.

Key-word: Rosmarinus officinalis, antifungal, Candida albicans.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais vem desde a antiguidade, sendo empregada para
diversos fins como na medicina, cosmeética, e rituais religiosos. H& indicios de que na pré
historia 0 homem fazia uso de plantas para curar a dor (MACHADO, et al., 2018). Ha antigos
registros em torno de 2600 a.C., em placas de argila, destacados pelos povos sumérios (SAAD,
et al., 2016; SOUZA; MELO; LOPES, 2011). Na China ha registros de 3000 a.C., do cultivo
de plantas medicinais, seus usos e de 6leos aromaticos séo relatados em escrituras da eépoca.
Muitas vezes essas plantas eram utilizadas em cerimonias religiosas, atribuindo os seus efeitos
ao poder divino (MARCHIORI, 2004).

No Brasil foi documentada a primeira obra sobre plantas para tratar doengas em 1587
por Gabriel Soares de Souza em Tratado Descritivo do Brasil, neste que sdo descritos 0s
preparos dos indigenas, a cultura dos amerindios era utilizada na época. Apos a vinda da familia
Real Portuguesa para o Rio de Janeiro, em 1808, houve um avanco no cultivo das espécies
vegetais utilizadas, nessa época foi inaugurado o Jardim Botéanico (FREIRE, et al., 2018).

Devido os avancos na area cientifica, que permitiram o desenvolvimento de fitoterapicos
reconhecidamente seguros e eficazes, e também a tendéncia de busca por terapias menos
agressivas destinadas ao atendimento primario a salde, se nota um crescimento na utilizacédo
de fitoterapicos pela populacdo brasileira (YUNES, et al., 2001).

As plantas produzem compostos que sdo denominados, metabolitos priméarios que atuam
em funcgdes basicas vitais, como por exemplo, na divisdo, crescimento celular, respiracéo,
estocagem e reproducdo. Ja os metabdlitos secundarios tem como funcéo auxiliar em atividades
bioldgicas exercidas sobre a planta, e sdo responsaveis pela atividade farmacoldgica, devido
aos efeitos benéficos a saide humana (FUMAGALI, 2008).

O alecrim, Rosmarinus officinalis L., por exemplo, apresenta os seguintes metabolitos
secundarios em sobressaléncia: acidos fendlicos e flavondides (FRESCURA, et al., 2013). Na
pesquisa de Packer & Luz (2007), ambos observaram que ha atividades fungistaticas da droga
vegetal em questéo.

A Candida albicans é o principal agente causador de candidiases, ou candidoses, que é
uma micose causada por leveduras do género Candida spp. (BARBEDO, et al., 2010), esta tem
grande facilidade em causar resisténcia a antifungicos, como, a produgéo de biofilmes
(TURAN, 2018; EL-AZIZI, et al., 2015). Por sua vez, os azdis sdo a classe de antifungico mais

utilizado nas infeccGes por C. albicans, contudo, essa medicagdo pode aumentar as
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enzimas hepaéticas, quando administradas por longos periodos (ESCOBAR, et al., 2004).
Além desse fato, a agdo fungicida requer altas concentracdes, por esse motivo, se a terapia
com doses fungistaticas ndo forem administradas por um periodo suficiente, podem ocorrer
recidivas (CATALAN, et al., 2006). Também podem ocorrer modificacdes na via do
ergosterol, que geram resisténcia ao azol ao qual estdo expostos, tanto quanto a outros
medicamentos com os quais podem entrar em contato posteriormente (COWEN, et al., 2014).
Diante das limitagGes dos antiflngicos sintéticos, como reagdes adversas e resisténcia
torna-se viavel o estudo de produtos naturais, com ampla atividade bioldgica, para diminuir a
ocorréncia dos problemas destacados acima (CASTRO, et al., 2011), desta forma o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a acdo antifingica do Rosmarinus officinalis L. sobre a
Candida albicans.



13

2. REVISAO TEORICA

2.1 Familia Lamiaceae

As plantas da familia Lamiaceae pertencem a ordem Tubiflorae Lamiales, englobando
aproximadamente 200 géneros e, cerca de, 3.200 espécies, distribuidas pelo mundo. A maioria
das espécies é conhecida pelo seu uso na culindria, e muitas delas possuem atividades
bioldgicas, relatadas na literatura (LORENZI; MATOS, 2002).

Alguns exemplos de espécies brasileiras que se destacam incluem: Marrubim vulgare
L. (horteld-grande), Melissa officinalis L. (cidreira), Mentha avensis (horteld-do-brasil),
Mentha piperita L. (horteld), Mentha pulegium L. (poejo), Ocimum basilicum L. (manjericéo),
Rosmarinus officinalis L. (alecrim), Salvia officinalis L. (salvia) (LORENZI; MATOS, 2002).

Na medicina popular, a familia Lamiaceae ocupa o terceiro lugar em ordem de
importancia, com muitas espécies apresentando substancias ativas (HARLEY, et al., 2004).

Por exemplo, Rosmarinus officinalis L., apresenta propriedades que trazem beneficios

a saude, possuindo componentes bioativos com atividades antioxidantes, antimicrobianas,

antiinflamatdrias e quimiopreventivas (AFONSO, et al.,2010).

2.2 Rosmarinus officinalis L.

O Rosmarinus officinalis L. conhecido popularmente como alecrim sendo originado na
Regido Mediterranea (FERRARI, et al., 2011), pertencente a familia Lamiaceae, (figuras 1 e
2) espécie arbustiva, ramificada, sempre verde, com hastes lenhosas, folhas pequenas e finas,
sésseis, opostas, lanceoladas, podendo alcancar cerca de 1,5 metros de altura (GONSALES,
2002). A planta exala aroma forte e agradavel. Utilizada com fins culinarios, medicinais e
aromaticos, sendo o 06leo essencial utilizado em cosméticos e perfumaria (MAY, et al., 2000).
Em meio aos constituintes quimicos do alecrim se sobressaem os acidos fenolicos e flavonoides
(FRESCURA, et al.,, 2013). Os componentes quimicos do ¢leo sdo em sua maioria
monoterpenos e sesquiterpenos (JALALI-HERAVI, et al., 2011; OJEDA-SANA, et al., 2013).
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Figura 1: Arbustos de Rosmarinus officinalis L.

WA o il AT

Fonte: HERNANDEZ, et al., 2016.

Figura 2: Ramos de Rosmarinus officinalis L.

Fonte: GRASSI, 2018.

Destacam-se como constituintes majoritarios os monoterpenos, B-pineno, canfeno,
canfora, borneol, acetato de bornilo e verbenona (JIANG, et al., 2011; TAVASSOLLI, et al.,
2011). O R. officinalis contém altas percentagens de diterpenos fenolicos, triterpenos, acidos
fendlicos, e flavonoides (SEDIGHI, et al., 2015). No quadro 1, estdo listadas as porcentagens

de compostos principais conforme local de coleta da planta.



Quadro 1: Resumo dos compostos predominantes presentes no 6leo essencial de Rosmarinus officinalis

conforme origem.

Espécie Origem Compostos principais Referéncias

R. officinalis | Brasil 1,8-cineol (30,87%), canfora | BARRETO, et al.,
(10.13%), a-pineno (9,79%)e | 2014.
B-pineno (9,24 %).

R. officinalis | China 1,8-cineol (26,54%), a-pineno | JIANG, et al., 2011.
(20,14%).

R. officinalis | India (1,8-cineol (25,10%), canfora | KIRAN e
14.65%), cariofileno (6,08%), | PRASKASH, 2015.
B-Limoneno (5,78%) e -
pineno (4.11%).

R. officinalis | Sérvia 1,8-cineol (43,77%), canfora | RASKOVIC, et al.,
(12,53%), e a-pineno | 2014
(11,51%).

R. officinalis | Italia a-pineno (25,96-37,66%), | BERETTA et al.,
canfora (5,88-6,79%), acetato | 2011

de bornilo (5,08-6,05%), 1,8-
cineol (1,83-6,41%), B-pineno
(3,32-4,77%) e B-mirceno
(3,21-3,98%).

Classificacao botanica:

Fonte: Adaptada de EVORA, 2015.

Nome cientifico: Rosmarinus officinalis L.

Divisdo: Angiospermae

Classe: Dicotyledoneae (Magnoliopsida)

Subclasse: Asteridae

Ordem: Solanales (Tubiflorae)

Subordem: Verbeninae
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o Familia: Lamiaceae

o Género: Rosmarinus

° Primeiro a descrever: Carl VVon Linné (Lineu)

J Nome popular: Alecrim

o Sinonimia popular: alecrim-comum, alecrim-de-jardim, rosmarinho, flor-de-olimpo,

rosa-marinha, rosmarino. (CARPER, 1998; CORREA, 1984; JUNIOR, MING, SCHEFFER,
1994; BLUMENTHAL, 1998; VAZ, et al., 2006).

2.3 Metabdlitos primarios e secundéarios

O metabolismo basal ou metabolismo primario abrange todos 0s compostos e processos
que sdo fundamentais para o crescimento e desenvolvimento de uma planta (SIMOES, et al.,
2017). Estes metabdlitos sdo macromoléculas, carboidratos, lipidios, proteinas, aminoacidos,
acidos graxos, vitaminas, acidos nucléicos, entre outros, que exercem funcdes vitais a vida da
planta tais como, respiracdo, fotossintese, transporte de solutos, por exemplo, e que se
encontram presentes de forma universal em grande concentracdo nas varias espécies vegetais
(SIMOES, et al., 2017.; MONTEIRO, et al., 2018.; FREIRE, et al., 2018). Tem como principal
funcdo o fornecimento de energia (ATP) e poder redutor (NADH) e para a biossintese de
substancias (FREIRE, et al., 2018).

Os metabolitos secundarios das plantas sdo compostos quimicos derivados do
metabolismo primario, cumprem multiplas fungbes ndo vitais nas plantas, intervindo em
interacOes ecoldgicas entre a planta e seu ambiente para protegé-las de predadores herbivoros,
virus, fungos e bactérias (SHILPA, et al., 2010; PEREZ-ALONSO E JIMENEZ, 2011).

Além disso, sdo importantes componentes ativos em medicamentos e outros produtos
quimicos, como os nutracéuticos (GOOSSENS, et al., 2003; VALENZUELA, et al., 2014).
Esses metabolitos, pelas propriedades curativas, tém sido os fundamentos da medicina,
aumentando seu arsenal terapéutico todos os dias, utilizados na preparagdo de medicamentos
ou fitofarmacos. (LUISA, et al., 2015).

Os principais metabdlitos secundarios sdo os alcaldides, taninos, saponinas, glicosideos
cianogénicos, hidrobenzenos e flavonoides (LUISA, et al., 2015). Estando os dois altimos
constituintes presentes na espécie Rosmarinus officinalis L. (SEDIGHI, et al., 2015).

Os fenois, nome popular para hidroxibenzenos, compreende aproximadamente 8000

compostos, com um ou mais grupos hidroxido, incluindo derivados funcionais, ésteres,
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ésteres metilicos e glicosideos (TSIMIDOU, 1998). A maneira mais comum de encontra-lo no
a natureza esta na forma de glicosideos, sendo soluvel em agua e solventes organicos. Os
acucares associados a polifendis podem ser monossacarideos, dissacarideos ou até
oligossacarideos. Eles também podem ser encontrados ligados a acidos carboxilicos, organicos,
aminas, lipidios e outros compostos fendlicos (BRAVO, 1998)
Os flavondides sdo de carater fendlico e possui dois anéis aromaticos de benzeno,
ligados por uma ponte de trés 4&tomos de carbono, com a estrutura geral C6-C3-C6
(CARTAYA E REYNALDO, 2001). Os flavonoides geralmente tém pelo menos trés
hidroxilas fenolicas e geralmente sdo combinados com acgucares na forma de glicosideos,
embora também ocorram com relativa frequéncia como agliconas livres (LUISA, et al., 2015)
Muitas sdo as propriedades atribuidas aos flavondides, como, antialérgicos, anti- Glceras,
antiinflamatdrios, antiagregantes plaquetarios e diuréticos (VILLAR, 1999;
BELLESTER, et al., 2006; BARRON, et al., 2011).

Atualmente os 6leos essenciais constituem um dos mais abrangentes grupos de matérias
primas para as industrias de alimentos, farmacéutica, perfumaria e demais. Podem ser obtidos
a partir de plantas, por métodos de extracdo fisicos. Sao constituidos por uma mistura complexa
de diversas classes de substéncias, dentre elas 0s mono e sesquiterpenos, pertencentes aos
metabolismos secundarios das plantas (MORAIS, 2009; Farmacopéia Brasileira, 2019).

Estes 6leos podem ser isolados, misturados, retificados, desterpenados ou concentrados.
A composicéao do 6leo depende de alguns fatores que influenciam no metabolismo secundario,
como, fatores genéticos, edaficos e climaticos (temperatura, intensidade de luz, efeito sazonal,
etc.) (MORAIS, 2009; Farmacopéia Brasileira, 2019).

2.4 Extracdo de metabolitos secundarios

Sédo aplicados diferentes métodos de extracdo para isolar 6leos essenciais. O método
difere para a finalidade do Gleo, por exemplo, de uso cosmético ou medicinal. De modo que a
composicdo do 6leo pode variar significativamente dependendo do meétodo a ser utilizado
(CASSEL, et al., 2009).

A decocgdo é um método onde o material vegetal fica em contato com um solvente, em
ebulicdo durante um periodo de tempo, que pode variar entre 15 a 30 minutos (FREIRE, et al.,
2018).
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E um método (figura 3) empregado para extracdo de metabdlitos de partes de plantas
mais duras, como cascas, raizes, rizomas caules e sementes. Uma desvantagem da decoccdo é

seu carater restritivo, pois necessita que a substancia seja soltvel e resistente ao calor (FREIRE,
et al., 2018).

Figura 3: Método de decoccéo.

Material vegetal +
Solvente

Aquecimento

Fonte: elaborado pela autora.

A infusdo (figura 4), diferente da decoccéo, a parte escolhida da planta ndo é fervida junto com
o0 solvente, normalmente &gua. O solvente fervido € adicionado em um recipiente tampado ou
abafado com o material vegetal, os principios ativos serdo extraidos de forma estatica e
descontinua, pode durar de 2 a 30 minutos (FREIRE et al., 2018).

E mais indicado para partes moles da planta como folhas, flores e frutos. Para facilitar
a extracdo estes ja deverdo estar brevemente cortados e pulverizados, para que haja um aumento
da &rea superficial do material com o solvente (FREIRE et al., 2018).
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Figura 4: Método de infus&o.

Material vegetal +
Solvente previamente
fervido

Fonte: elaborado pela autora.

O arraste por vapor de agua (figura 5) € um método bastante utilizado para plantas frescas

e tem como vantagem o fato de que a planta ndo entra em contato direto com a agua. O método
consiste em subjugar 0 material vegetal ao vapor d’agua, que extrai o 6leo pelo arraste do
vapor. Primeiramente o vapor de agua atravessa os tecidos da matéria-prima vegetal levando
consigo o 6leo contido no interior das suas glandulas. O 6leo liberado vaporiza-se com choque
térmico sendo arrastado pelo vapor até atingir o condensador, onde a mistura de 6leo e hidrolato
resfria e volta a fase liquida. Finalmente a mistura atingird o Gltimo estagio do processo, o
separador onde serd separado o 6leo do hidrolato por meio das diferencas de polaridade e
densidade de substancias (FREIRE, et al., 2018). Na figura 5 0 equipamento esta representado
esquematicamente, sendo,

e 1e2-Baldode boca larga com fonte de aguecimento para ferver 4gua e gerar

vapor;

e 3-Baldo de fundo redondo com trés bocas onde foram colocadas as folhas verdes;

e 4-Termdmetro;

e 5- Manta aquecedora;

e 6 e 7- Termostatos;

e 8- Condensador;

e 9- Recipiente para receber o hidrolato;

e 10- Cuba com gelo.



20

Figura 5: Representacdo esquematica do equipamento para extracdo de dleo essencial por arraste de vapor.

entrada de agua

8

saida de
agua

Fonte: SALGADQO, et al., 2003.

2.5 Fungos, antifungicos e resisténcia a antifungicos

Ha dois tipos morfoldgicos de fungos que sdo de interesse médico, sendo eles leveduras,
unicelulares, que se reproduzem por brotamento, Gnico ou multiplo, de forma arredondada,
sendo estas células os blastoconidios, que sdo esporos de origem assexual, algumas leveduras
se reproduzem por fissdo. E o bolor ou fungos filamentosos, sdo multicelulares, ainda, dentro
dos filamentosos existe um subgrupo chamado de fungos dimdrficos, que se apresentam sob
ambas as formas, dependendo de temperatura, e é também, influenciado pelo teor de COz e
condi¢Bes nutricionais (ANVISA, 2004; MORAES, et al., 2009).

Diversas pesquisas demonstram o 6leo essencial da familia Lamiaceae, de onde pertence
0 Rosmarinus officinalis L., com atividade fungistatica. Foi observado na pesquisa de Packer
& Luz (2007) com o oleo essencial do R. officinalis L. halos de inibigdo maiores que 60 mm, a
partir do teste de difusdo em meio sélido. Nascimento, et al., (2000) utilizaram do extrato
hidroalcodlico, da mesma planta, onde se observa susceptibilidade da C. albicans, com halos
de inibic&o > 7mm, utilizando placas de Agar Mueller-Hinton.

Os antifungicos podem ser fungicidas, causam lise dos fungos, ou fungistaticos, inibindo
o crescimento (MARTINEZ, 2006). Durante o desenvolvimento flngico, um dos processos

mais importantes é a biossintese do ergosterol. O ergosterol € um lipideo da familia
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dos esterois que atua fornecendo fluidez, simetria e integridade; além de contribuir para as
funcbes de muitas enzimas e que faz parte importante da membrana do fungo (LACAZ, 2002;
VANDEPUTTE, 2012).

As classes de antifungicos sintéticos sdo:

e Derivados poliénicos responsaveis por ligar-se ao ergosterol presente na membrana da
célula fungica, produzindo poros e/ou canais que resultam no aumento da
permeabilidade da membrana, consequentemente, a célula fungica sofre perda grande
de pequenas moléculas e eletrélitos e tem sua homeostasia alterada exemplos dessa
classe sdo anfotericina B e a nistatina (LACAZ, 2002; VANDEPUTTE, 2012);

e Alilaminas inibem a enzima esqualeno epoxidase (codificada por ERG1), o efeito
antifangico se da devido o acumulo de esqualeno e falta de ergosterol, é representada
por terbinafina e butenafina (LACAZ, 2002; VANDEPUTTE, 2012);

e Morfolinas atuam inibindo duas diferentes enzimas da via do ergosterol, a A7,8-
isomerase (codificada por ERG24) e a C14-redutase (codificada por ERG2). Apesar de
seu amplo espectro de atividade, esses agentes antiflngicos sdo usados essencialmente
para tratar infec¢es dermatdfitas, como tinea capitis, tinea pedis e onicomicose, porque
eles apresentam numerosos efeitos colaterais (VANDEPUTTE, 2012);

« Imidazdlicos e triazélicos agem na inibicao da esterol-14-a-desmetilase (codificada por
ERG11), que é um sistema enzimatico microssomal dependente do citocromo P450,
impedindo a biossintese normal do ergosterol e alterando a composic¢do bioquimica
desta, com perda de constituintes celulares (proteinas, aminoacidos, nucleotideos,
cations monovalentes), aliada a falhas na absorcdo de nutrientes extracelulares
importantes, exemplos dessa ampla classe sdo midazdis (cetoconazol, miconazol,
econazol e clotrimazol) e triazbis (fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol,
ravuconazol e albaconazol), de forma que os antifungicos mais utilizados sdo os azois.
(LACAZ, 2002; GONZALEZ, et al., 2006; CATALAN, et al., 2006; MARTINEZ, et
al., 2008.; CHIOCCHIO, et al., 2011; VANDEPUTTE, 2012).

A figura 6 demonstra a via de sintese do ergosterol, e 0s sitios de a¢do de seus principais
inibidores, as alilaninas e tiocarbamatos estes que inibem esqualeno epoxidase que junto com
oxidoescaleno ciclase transformam o esqualeno em lanoesterol, e os azois inibindo a esterol-
14-a-desmetilase, prejudicando a sintese do ergosterol na membrana citoplasmatica e levando
ao actimulo de 14-o-metilesterdis. Esses metilesterdis ndo possuem a mesma forma e

propriedades fisicas que o ergosterol e levam a formagdo da membrana com propriedades
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alteradas, que ndo desempenha as funcgdes bésicas necessérias ao desenvolvimento do fungo
(BERGOLD, et al., 2004).

Figura 6: Via de sintese do ergosterol e os sitios de a¢do de seus principais inibidores.
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Fonte: adaptada de GAMBALE, 2011.

Os azois sdo bem tolerados quando usado corretamente, considerando interacdes e
efeitos colaterais. Essa medicagdo pode aumentar as enzimas hepéticas, quando administradas
por longos periodos, sendo nesse caso importante o monitoramento da funcdo hepatica
(ESCOBAR, et al., 2004). Além desse fato a acdo fungicida requer altas concentragdes, por
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esse motivo, se a terapia com doses fungistaticas ndo for administrada por um periodo
suficiente, podem ocorrer recidivas (CATALAN, et al., 2006).

Modificagdes na via do ergosterol geram resisténcia ao azol ao qual estdo expostos, tanto
quanto a outros medicamentos com 0s quais podem entrar em contato posteriormente. A analise
de esterois em uma célula pode fornecer grandes informacdes relacionadas as alteracdes que

ocorreram em uma cepa resistente (COWEN, et al., 2014).

2.6. Candida albicans

Os fungos do género Candida spp. podem ser encontrados em variados ecossistemas,
como solo, alimentos, &gua, bem como fazendo parte da microbiota de homens e animais
(GIOLO, et al., 2010).

As Candida spp. sdo classificadas taxonomicamente em:

e Reino Fungi;
e Divisdo: Eumycota;

e Subdivisdo: Deuteromycotina;

Classe: Blastomycetes;

Familia: Cryptococcacea.
O género Candida spp. € o principal entre as leveduras patogénicas, compreendendo
aproximadamente 200 espécies (GIOLO, et al., 2010; SIDRIM e ROCHA, 2004).

Hé& espécies de Candida spp. que residem no organismo humano como parasita, fazendo
parte da microbiota normal de individuos sadios. Porém, quando ocorre uma desordem da
microbiota ou o sistema imune do hospedeiro encontra-se comprometido, as espécies, tendem
a manifestacGes agressivas, tornando-se patogénicas (BARBEDO, et al., 2010). Dentre os
fungos do género Candida spp., a C. albicans € a espécie mais freqlientemente isolada em
processos infecciosos humanos (MOTA, et al., 2005). O primeiro registro, como patogeno, de
leveduras do género Candida spp. € atribuido a Langenbeck, que em 1839 observou e isolou, 0
micro-organismo, que atualmente é a mais importante levedura patogénica do homem, C.
albicans (SIDRIM e ROCHA, 2004). Podendo ser encontrada na mucosa geniturinario, na
cavidade oral, no trato gastrointestinal como microbiota da espécie humana, sdo heterogéneos

em suas caracteristicas morfofuncionais (CARVALHO, 2003).
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A Candida albicans é uma levedura dipldide (figura 7 e 8) que pode ter diferentes
caracteristicas, dentre elas a de alterar sua morfologia dependendo das condic¢Ges de temperatura
e do pH, denominada dimorfismo ou polimorfismo celular, pode apresentar-se sob a forma
arredondada denominada blastoconidio, ou formando pseudo-hifas ou hifas e micélios
verdadeiros (BARBEDO, et al., 2010; GIOLO, et al., 2010).

Figura 7: Micromorfologia de C. albicans ATCC 10231.

Fonte: OLIVEIRA, 2016.

Alteracdes na micromorfologia sdo decorrentes da expressdo genética, que se reflete na
macromorfologia do desenvolvimento leveduriforme quanto a cor, que pode ser do branco ao
creme, e ao aspecto, pastoso, brilhoso ou opaco. Todavia, o estado leveduriforme pode evoluir
para filamentoso, ou até mesmo uma mescla de células fungicas leveduriformes e filamentosas
(SUDBERY, 2004. MENEZES, 2005).

C. albicans é o principal agente de candidiases, ou candidoses, que € uma micose
causada por leveduras do género Candida spp., em que a lesdo pode ser branda, aguda ou
cronica, superficial ou profunda, e de espectro clinico bem varidvel. (BARBEDO, et al., 2010).

O primeiro mecanismo de resisténcia de Candida albicans a antiflngicos, se da pelo
acumulo de mutacdes na 14-a-esterol desmetilase (codificada por ERG11), de onde, ocorre
resisténcia cruzada entre os azois (MELLADO, et al., 2002; HILAL-DANDAN, et al., 2015).
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Figura 8: Culturas de colbnias de C. albicans baseadas em diferentes concentra¢fes de um inibidor.

Fonte: AHMAD et al., 2017.

Um segundo mecanismo se deve a formacéo de barreiras de permeabilidade ou sistemas
de bombeamento do antiflngico fora da célula, como a alteracdo nas bombas de expulséo e
principais facilitadores (DEBNATH, et al., 2014; ORTIGOZA, et al., 2014; PRASSAD, et al.,
2012). Além do mais a C. albicans tém a habilidade de produzir biofilme, sendo este um
importante mecanismo de resisténcia, permitindo que o fungo possa se aderir firmemente,
causando a invasao e disseminacdo da infeccdo (TURAN, 2018; EL-AZIZI, et al., 2015).
O biofilme é um conjunto de microorganismos organizados, estruturados e complexos, onde
estdo aderidos em uma superficie, trazendo ao microorganismo diversas vantagens como,
resisténcia aos agentes antifungicos protecdo contra o sistema imunoldgico do hospedeiro,
viruléncia acentuada, cooperacdo metabdlica e troca de material genético (MELLO, etal., 2016;
CARDOSO, 2017).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar a avaliacdo da atividade antifingica da Rosmarinus officinalis L. sobre a

Candida albicans.

3.2 Objetivos especificos

-Preparar o extrato aquoso da planta a ser testada utilizando a técnica de decoccéo;
-Preparar o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose avaliando a esterilidade do
mesmo;

-Avaliar a atividade antifngica do extrato obtido;

-Avaliar em quais concentracdes ocorre a formacéo de halo, sobre a C. albicans.

26
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4. MATERIAIS E METODOS

Todos os métodos foram realizados no laboratédrio de microbiologia e quimica do Centro
Universitario UniGuairaca, estando todos os equipamentos e vidrarias disponiveis nestes.
As metodologias descritas abaixo estdo de acordo com o manual vigente da Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitéaria.

4.1 Obtencao do extrato de alecrim

Foram adquiridos 90g de folhas secas de Rosmarinus officinalis em uma loja de produtos
naturais de Guarapuava — PR e em seguida foi preparado, o extrato de alecrim a 90%, este que
foi triturado e em seguida, levado a aquecimento com 100 ml de etanol a 70° GL por 15 minutos.
Posteriormente, foram filtradas em papel filtro e a solucéo filtrada foi diluida em alcool nas
concentragdes de 80%, 70% e 60%.

4.2 Preparo do meio de cultura

O Agar Sabouraud Dextrose foi preparado conforme as instrucdes do fabricante, a partir
de uma base desidratada disponivel comercialmente, onde foram suspensos 65 g do 4gar em 1
litro de &gua destilada e aquecido até completa dissolucdo e em seguida foi esterilizado em
autoclave a 121°C por 15 minutos. Imediatamente apds passar pela autoclave, foi resfriado em
banho-maria entre 45 e 50°C. Em seguida, foi despejado o meio recém-preparado e resfriado
em placas de Petri de fundo chato, em vidro, numa superficie horizontal, para garantir uma
profundidade uniforme de aproximadamente 4 mm. Isso corresponde a 25-30 mL, para placas
com diametro de 100 mm. Foi deixada uma amostra representativa das placas para confirmar
sua esterilidade, mediante a sua incubagdo a aproximadamente 25 °C, durante 24 horas. Antes
da sua utilizacdo, as placas foram retiradas da geladeira (20-30 min) para alcangarem a

temperatura ambiente antes da execucgéo dos testes (ANVISA, 2003).

4.3 Obtencao de cepas de C. albicans

Cepas de C. albicans ATCC (American Type Culture Collection) foram reativadas em
caldo BHI e posteriormente isoladas em placa de Petri no meio Agar PCA. A seguir, foi feita
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uma suspensdo em solucdo salina estéril a 0,85% de um cultivo recente. Esta suspensao foi
submetida a comparacédo de turbidez com o grau 0,5 da escala de Mac Farland. Um swab estéril
foi embebido no tubo preparado e entdo semeado no meio de cultura, suavemente em todas as
direcdes da placa (técnica de esgotamento). Apds 15 minutos de secagem, com o auxilio de
uma pinca flambada e resfriada, os discos foram colocados sobre a superficie do meio

inoculado, exercendo-se uma leve pressdo com a ponta da pinca para melhor adesao.

4.4 Teste do halo

A eficiéncia antifungica do extrato aquoso da planta R. officinalis foi avaliada mediante
teste do halo. As culturas ativas de C. albicans plaqueadas em Agar Sabouraud dextrose foram
incubadas a 25 °C por 7 dias juntamente aos extratos (4 placas de Petri, cada uma contendo as
concentragdes estipuladas). Para realizar o teste foram utilizados discos de papel filtro
autoclavados foram embebidos nas diferentes concentracBes do extrato testado, sendo estes
aplicados com pinca estéril sobre o &gar, previamente inoculada com o micro- organismo
testado. Para o teste de difusdo em disco foram considerados com atividade inibitoria a
formacéo de halos. Os halos de inibi¢do do crescimento fungico foram medidos em milimetros
com auxilio de uma régua milimetrada.

O teste de sensibilidade pode ser definido como a resposta in vitro de um organismo a
um agente antimicrobiano nas concentracGes séricas ou teciduais que este agente pode alcancar
quando as doses habitualmente prescritas deste agente sdo utilizadas.

Sédo categorizados em:

e Interpretagdo ‘Sensivel’ do Teste de Sensibilidade Antimicrobiana/Antifingica:
Categoria que implica que a infeccdo causada por este isolado pode ser tratada
apropriadamente com a dosagem de um agente antimicrobiano/antifungico
recomendado para esse tipo de infeccdo e patdgeno, salvo quando de outra forma
indicado;

e Categoria de Interpretacdo ‘Intermedidria do Teste de Sensibilidade
Antimicrobiana/Antifangica: Categoria que implica que uma infeccéo causada por este
isolado pode ser tratada apropriadamente em locais do corpo, onde as drogas se
concentram fisiologicamente ou quando for possivel a prescri¢cdo de uma dosagem mais
alta da droga que a habitual; também indica uma “zona tampao” (buffer zone) que
deveria impedir que pequenos fatores técnicos e fora de controle causem grandes

discrepancias na interpretacdo dos testes;
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Categoria de  Interpretagdo  ‘Resistente® do Teste de  Sensibilidade
Antimicrobiana/Antifangica: Os isolados considerados resistentes ndo séo inibidos
pelas concentracBes dos agentes antimicrobianos/antifungicos normalmente prescritos
em tratamentos habituais (frequéncia e dosagem) e/ou caem na faixa em que a
ocorréncia de mecanismos de resisténcia antimicrobiana especificos sao mais provaveis
(ex., betalactamases), e a eficcia clinica ndo tem sido confidvel em estudos clinicos
(Anvisa, 2003).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Diluicao do extrato bruto

O extrato a 90% foi diluido (figura 9) em solucdo alcodlica, nas concentragdes de
60%, 70% e 80%.

Figura 9: Diluicéo do extrato bruto de alecrim.

Fonte: Arquivo pessoal.

Foi, também, preparada uma solucéo alcodlica de fluconazol 150mg, para controle
(figura 10).

Figura 10: Diluigéo do fluconazol.

11l

Fonte: Arquivo pessoal
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Em placas de petri (figura 11) foram adiciona dos um disco de fluconazol, um disco de
alcool e dois discos de extrato, de cima para baixo respectivamente.
Ap0s os discos de papel filtro autoclavados foram embebidos nas solugdes de fluconazol

150 mg, élcool & 70 °GL e cada concentracdo do extrato, apds aplicados nas placas de petri.

Figura 11: Placas de Petri, cada uma contendo as concentra¢des estipuladas.

Fonte: Arquivo pessoal.

GAUCH, et al., (2014) cultivou as cepas de C. albicans em Agar Sabouraud Dextrose a
37°C por 24h, o oleo essencial foi obtido por destilacdo a vapor de folhas frescas por 240
minutos pelo sistema Clevenger, os testes foram feitos com 6leo essencial puro, gerando
grandes halos de inibi¢do que variaram entre 39 a 47 mm, indicando, assim, R. officinalis como
antifungico eficaz. Neste mesmo estudo utilizando emulsdo de R. officinalis na concentracdo
final de 8% com halos de inibi¢cdo variando de 10 a 13 mm. Este trabalho
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demonstra que o 6leo essencial de R. officinalis tem potente efeito inibitdria e fungicida

contra cepas de C. albicans.
5.2 Teste do halo

A atividade antibacteriana de R. officinalis ¢ comumente estudada (SILVA, et al., 2008;
VALONES, 2008; PETERSEN, et al., 2003), mas a atividade antifungica, ndo tem técnicas
padronizadas para avaliacdo, com isso sdo poucos relatos que testaram a atividade de extratos
de plantas medicinais contra cepas de Candida spp. no entanto, esses estudos muitas vezes
apresentam resultados conflitantes, por esta falta de padronizacdo (HOOD, et al., 2003). No
presente estudo, o extrato alcodlico demonstrou atividade antifungica frente a Candida
albicans formando halos ao redor dos discos como pode ser observado na figura 12.

Os didmetros das amostras foram medidos e se apresentam na tabela 1.

Figura 12: Placas de petri, teste de sensibilidade.
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Halos de inibigdo foram citados em outros estudos, corroborando com os resultados
desta pesquisa. Nascimento, et al.,(2000) verificou a susceptibilidade da C. albicans frente ao
extrato hidroalcoodlico de R. officinalis L., com halos de inibicdo > 7mm, utilizando placas de
agar Mueller-Hinton, com discos de papel filtro saturados (50 uL) do extrato.

A pesquisa de Packer & Luz (2007) realizada com a metodologia de placa em agar com
orificio - MAPO, obteve efeito fungistatico frente a C. albicans, com halos de inibicéo
> 60mm, levando ao entendimento que o Oleo de alecrim tem importante papel como

antifungico devido a sua composicao quimica (ANGIONI, et al., 2004).

Tabela 1: Didmetros de inibicdo dos extratos alcodlicos medidos em mm, do antifingico como controle positivo.

Extratos Placa 60% Placa 70% Placa 80% Placa 90%
Fluconazol 150% 23 26 27 24

Alcool 70GL 9 10 13 9

Disco 1 12 6 7 1

Disco 2 0 7 11 11

Média discos 12 6,5 9 10,5

Fonte: Arquivo pessoal

Lima, et al., (2006) utilizou placas com Agar Sabouraud Dextrose, neste fez cavidades
com cénulas de vidro estéreis (6 mm de diametro) onde depositou-se 50uL da solugdo, medindo,
apos incubacdo de 24-48h a 35 °C, halo de inibicdo de 10 mm para a cepa de C. albicans ATCC
76615, com uso do 0leo essencial do R. officinalis L. a 8%

No trabalho de Castro, et al.,(2011) foi preparada a diluicdo do R. officinalis L.
adicionando 0,4 mL do 6leo essencial, 0,04 mL de TWEEN 80 e a4gua destilada estéril g.s.p. 5
mL, a mistura foi mantida sob constante agitacdo, por cinco minutos, em aparelho Vortex. As
cepas de C. albicans, foram semeadas em placas de 4gar Sabouraud dextrose incubadas por 24h
a 35°C, ap6s observou uma concentragdo inibitoria minima de 5 mg mL™.

As condi¢des ambientais, como solo, umidade e temperatura, podem influenciar na

atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (CELIKTAS, et al., 2007). Porém, como 0s
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6leos 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 realizacdo de novos estudos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos permitem concluir que o alecrim (Rosmarinus officinalis L.) apresenta
atividade inibitdria in vitro sobre as cepas de C. albicans. E possivel atribuir a formag&o dos
halos de inibicdo a presenca dos metabolitos secundarios presentes na espécie
R. officinalis L. Porém, outras pesquisas devem ser realizadas para confirmar a acao da planta
no combate a outros tipos de microrganismos, e um numero maior e mais representativo de
cepas, isolado de diversos pacientes e ambientes, devem ser testados em futuros trabalhos. Além
disso, seria interessante realizar a separacdo dos constituintes da planta por meio de

cromatografia, e testar a acdo antifungica de cada constituinte.
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