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Resumo: Leveduras do género Candida estdo presentes na cavidade bucal de individuos saudaveis,
podendo tornar-se patogénicas na dependéncia de fatores predisponentes. O uso de extratos brutos de
plantas medicinais tem merecido a atencdo de pesquisadores de varios paises, ja que podem inibir o
crescimento microbiano. O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a acdo antimicrobiana de extratos
glicdlicos a 20% de alecrim (Rosmarinus officinalis) e jamboldo (Syzygium cumini) sobre cepas clinicas de
Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi
determinada através do método de microdiluigdo em caldo, sendo posteriormente contaminadas com
suspensdes fangicas (10° céls/mL) e incubadas a 37%C/24h. A seguir, as amos tras foram semeadas em
agar Sabouraud dextrose e incubadas a 37C/48h para determinar a Concentracdo Fungicida Minima
(CFM). Os extratos glicélicos de alecrim e jambolao foram efetivos na inibicdo do crescimento de todas as
cepas flngicas. O extrato de alecrim apresentou as menores CIM e CFM. Concluiu-se que alecrim e
jambolao apresentaram efeitos fungicidas, sendo o efeito do alecrim mais significativo do que o jambolao.
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Introducéo

As espécies de Candida fazem parte da
microbiota comensal da cavidade bucal,
entretanto sob  determinadas  condices,
comportam-se como patdégenos oportunistas,
produzindo infeccbes que vao desde lesBes
mucosas  superficiais até  disseminacdes
sistémicas graves e invasivas (DE REPENTIGNY
ET AL. 2000; LEUNG ET AL. 2000). A espécie
mais isolada dessas infeccdes é C. albicans,
seguida das espécies ndo-albicans C. glabrata,
C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei
(SANT ANA et al., 2002).

Nos dltimos anos, vem crescendo o interesse
por produtos naturais, devido as reacdes
adversas e a resisténcia microbiana aos
medicamentos convencionais. Estudos tém sido
realizados com intuito de pesquisar a agéo
antimicrobiana de 6leos essenciais e extratos de
plantas medicinais frente a bactérias e fungos
(PINTO ET AL. 2000).

As plantas alecrim (Rosmarinus officinalis) e
jamboldo  (Syzygium  cumini) tém  sido
investigadas  quanto 0 seu potencial
antimicrobiano. Anibal (2007) analisou a
atividade antimicrobiana dos extratos
diclorometanico e metandlico de algumas plantas
sobre cepas padrao de diversos microrganismos.

Neste trabalho ambos 0s extratos,
diclorometanico e metandlico, de jamboldo e
alecrim inibiram o0 crescimento de varios
microrganismos, dentre 0s quais estavam C.
albicans, C. glabrata e C. tropicalis.

Devido a resisténcia dos microrganismos aos
antimicrobianos atuais, faz-se necesséario a
realizacdo de estudos in vitro sobre a acédo
antifingica de extratos naturais, podendo
futuramente tornar-se uma alternativa na
odontologia para o tratamento das infec¢cBes
bucais. O objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial antifingico dos extratos glicélicos das
plantas Rosmarinus officinalis (alecrim) e
Syzygium cumini (jambol&o) sobre cepas clinicas
de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis,
isoladas da cavidade bucal.

Metodologia

Extratos

Foram utilizados neste estudo extratos
glicdlicos de alecrim (Rosmarinus officinalis) e
jamboldo (Syzygium cumini), adquiridos da
empresa Yod Ervas (Campinas, Sao Paulo,
Brasil). Na preparacdo foram utilizados 20% de
massa seca dos extratos obtida através da folha
de cada planta, diluida em propileno glicol,
resultando numa concentracdo de 200 mg/mL. O
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solvente propileno glicol isoladamente nao
apresentou atividade antiflngica.

Cepas de Candida

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Sao José dos Campos / UNESP com
protocolo n°020/2008 — PH/CEP.

A atividade antifingica dos extratos glicolicos
foi avaliada em 30 cepas de leveduras do género
Candida, sendo 14 C. albicans, 8 C. glabrata e 8
C. tropicalis, provenientes do Laboratorio de
Microbiologia e Imunologia da Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos/UNESP.
Estas cepas foram isoladas da cavidade bucal
de individuos submetidos a terapia com
antibioticos por tempo prolongado para o
tratamento da tuberculose pulmonar.

As cepas foram semeadas em A&gar
Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA) e
incubadas a 37°C por 24 horas. Apos, coldnias
foram suspensas em solucdo fisioldgica estéril
(NaCl 0,9%) ajustadas por espectrofotbmetro
(Micronal B582, Sdo Paulo, Brasil) até uma
suspensdo padronizada com 10° células/mL. Os
parametros de densidade Optica e de
comprimento de onda utilizados foram 0,284 e
530 nm, respectivamente.

Ensaios do potencial antifingico dos extratos

Os ensaios do potencial antifingico dos
extratos foram realizados pelo método de
microdiluicdo em caldo. Para determinar a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foram
realizadas diluicbes seriadas a partir de 1 mL
dos extratos em placas de cultura de células de
24 pocos (Costar Corning, New York, EUA)
contendo 1 mL de caldo Saubouraud dextrose
(Difco, Detroit, USA) em cada poco, de forma a
representarem 50%, 25%, 12,5%, 6,25%,
3,125% e 1,562%, da concentracdo original (200
mg/mL). Apés, foram acrescentados 100 pL da
suspensao de cada cepa fungica. A CIM foi
considerada como a menor concentracdo dos
extratos glicélicos testados que inibiu o
crescimento visivel das leveduras, ou seja, sem
turvacdo do caldo e depdsito do microrganismo.
Apés incubacdo por 24 horas a 37°C, foi
realizado o ensaio para determinar a
Concentracdo Fungicida Minima (CFM).

Aliquotas de 100 pL das trés ultimas diluicdes
gque nado apresentaram crescimento flingico
foram semeadas em placas de Petri com agar
Sabouraud dextrose e incubadas por 48 horas. A
CFM foi definida como a menor concentracdo
dos extratos glicdlicos testados que néo
apresentou crescimento flngico em agar. O
grupo controle positivo foi constituido por caldo
Sabouraud e o in6culo fungico avaliado. Ja o
grupo controle negativo foi constituido por caldo
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Sabouraud e o0s extratos testados. Todo o
experimento foi realizado em duplicata.

Resultados

Os resultados das CIM, CFM, médias e
desvios padrbes (dp) obtidos para os extratos
testados estdo representados respectivamente
nas Tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1 - CIM (%) e CFM (%) obtidos pelos
extratos sobre cepas clinicas de C. albicans.

Cepa Alecrim Jamboldo
CIM CEM CIM CEM
1 3,125 6,25 6,25 12,5
2 12,5 25 12,5 25
3 12,5 25 12,5 25
4 6,25 12,5 6,25 6,25
5 12,5 6,25 12,5 25
6 12,5 25 12,5 25
7 6,25 12,5 12,5 25
8 6,25 12,5 12,5 12,5
9 12,5 12,5 12,5 25
10 12,5 25 12,5 12,5
11 6,25 12,5 25 25
12 12,5 12,5 25 25
13 12,5 12,5 12,5 12,5
14 12,5 25 25 25
Média 10,04 16,07 14,29 20,09
dp 3,61 7,24 6,22 7,01

Tabela 2 - CIM (%) e CFM (%) obtidos pelos
extratos sobre cepas clinicas de C. glabrata.

Cepa Alecrim Jamboldo
CIM CFM CIM CFM
1 6,25 12,5 25 50
2 12,5 25 25 50
3 12,5 25 12,5 25
4 6,25 12,5 12,5 25
5 3,125 6,25 3,125 6,25
6 12,5 25 12,5 25
7 12,5 25 25 50
8 3,125 6,25 12,5 25
Média 8,59 17,19 16,02 32,03
dp 4,34 8,68 8,09 16,17

Tabela 3 - CIM (%) e CFM (%) obtidos pelos
extratos sobre cepas clinicas de C. tropicalis.

Cepa Alecrim Jamboldo
CIM CFM CIM CFM
1 3,125 6,25 6,25 12,5
2 3,125 6,25 6,25 6,25
3 6,25 12,5 6,25 12,5
4 6,25 12,5 6,25 12,5
5 6,25 12,5 12,5 25
6 6,25 12,5 6,25 12,5
7 3,125 6,25 3,125 6,25
8 6,25 12,5 12,5 25
Média 5,08 10,16 7,42 14,06
dp 1,62 3,23 3,31 7,28
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A Figura 1 representa graficamente as
médias e os desvios padrées da CIM e CFM
obtidas para os extratos testados.
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Discussao

O aumento prevalente de microrganismos
multi-resistentes, assim como o aparecimento de
efeitos indesejaveis de algumas drogas, faz com
gue a busca por novos agentes antimicrobianos
seja uma importante estratégia no
estabelecimento de terapias alternativas para
infeccdes de dificil tratamento (PEREIRA ET AL.
2006, PHONGPAICHIT ET AL. 2005). Deste
modo, muitos pesquisadores tém demonstrado
grande interesse na investigacdo de extratos de
plantas, com potencial antimicrobiano
(VOLPATO, 2005).

De acordo com os resultados obtidos, pode-
se observar que as cepas clinicas testadas
apresentaram sensibilidade significativa frente
aos extratos glicolicos de alecrim e jambol&o.

Dentre as leveduras testadas, C. tropicalis foi
a mais sensivel aos extratos utilizados. Por outro
lado as cepas de C. albicans foram mais
susceptiveis ao extrato de jamboldo, enquanto
para as cepas de C. glabrata o extrato mais
eficaz foi o de alecrim. Estes dados séo
relevantes uma vez que C. glabrata e C. albicans
apresentam baixa susceptibilidade antifingicos
convencionais (SANT ANA ET AL., 2002).

Para avaliar se as CIM obtidas apresentaram
efeito fungicida ou fungiostatico sobre as cepas
testadas, foi realizado o ensaio para determinar
a CFM. Para o0 extrato de alecrim o efeito
fungicida da CIM foi observado em 3 cepas de C.
albicans (cepas 9, 12 el13). Para o extrato de
jamboldo o efeito fungicida foi observado em 7
cepas de C. albicans (cepas 4, 8, 10, 11, 12, 13
e 14) e 1 cepa de C. tropicalis (cepa 2). Nenhum
dos extratos testados apresentou CIM com efeito
fungicida para as cepas de C. glabrata.

A planta alecrim é rica em terpenos,
metabdlito  secundario com  caracteristica
lipofilica que tende a compartilhar a fase aquosa
das estruturas da membrana, causando sua
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expansdo, aumento da fluidez ou desordem da
estrutura da mesma, além de inibicdo de
enzimas ali embebidas (SIKKEMA, 1995). Estes
efeitos  possivelmente podem ser 0S
responsaveis pelos resultados encontrados
neste estudo, no qual o efeito antifingico obtido
foi satisfatorio sobre as cepas clinicas de C.
albicans, C. glabrata e C. tropicalis, com médias
de CIM em 10,04% (dp= 3,51%), 8,59% (dp=
4,34%) e 5,08% (dp= 1,62%), respectivamente.
A literatura relata que preparacdes realizadas
com esta planta apresentam acgdo contra
isolados do género Candida, demonstrando o
potencial antifingico da mesma (LIMA ET AL.,
2006).

As folhas da planta jamboldo sdo ricas em
taninos e saponinas (LOGUERCIO ET AL,
2005). Segundo Scalbert (1991) é possivel que o
tanino apresente atividade antimicrobiana por
agir inibindo enzimas bacterianas e flngicas.
Como observado no presente estudo, estes
efeitos podem ter contribuido para a
sensibilidade demonstrada pelas leveduras,
principalmente em relacdo a manutencdo do
efeito antifingico observado para os valores de
algumas CFM apresentadas. Segundo a
literatura pesquisada, o jamboldo demonstra
potencial antifingico desejavel, visto que
apresenta atividade antimicrobiana sobre cepas
resistentes de bactérias e fungos (OLIVEIRA ET
AL., 2007). Neste estudo o extrato de jamboldo
apresentou para as cepas de C. albicans, C.
glabrata e C. tropicalis, médias de CIM de
14,29% (dp= 6,22%), 16,02% (dp= 8,09%) e
7,42% (dp= 3,31%).

Nascimento et al (2000) em um estudo com 7
extratos alcéolicos observaram que o extrato de
jamboldao apresentou 0 maior potencial
antimicrobiano dentre os extratos testados sobre
13 cepas de bactérias e 1 cepa de C. albicans,
apresentando zona de inibicdo > 7 mm de
didmetro, contra o extrato de alecrim que
apresentou acdo somente sobre 1 cepa de
bactéria e a Unica cepa de C. albicans. Outros
trabalhos também obtiveram baixa atividade
antimicrobiana para o alecrim (ARAUJO, 2004;
LIMA ET AL., 2006). Porém os dados obtidos na
atual pesquisa ndo corroboram os supracitados,
podendo tais divergéncias ter ocorrido em razéo
das diversas formas de preparo dos extratos e
diferencas na composi¢do quimica da planta,
determinada pelo local e condi¢Bes de cultivo e
época de colheita. Além disso, é importante
ressaltar que a analise antifiingica realizada nos
trabalhos aqui citados, foi em diferentes
concentracdes e metodologias (difusdo em agar,
difusdo em disco e diluicdo em caldo),
dificultando a comparacdo segura entre o0s
resultados. Segundo Eloff (1998), a técnica de
microdiluicdo em caldo, realizada no presente
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trabalho, apresenta 30 vezes mais sensibilidade
do que as outras técnicas usadas para o0s
ensaios com extratos de plantas.

Os resultados obtidos mostram-se
satisfatérios para avaliagfes futuras do uso
dessas plantas no tratamento de infeccBes
fungicas.

Conclusao

De acordo com os parametros deste estudo,
0s extratos glicolicos de alecrim (Rosmarinus
officinalis) e jamboldo (Syzygium cumini)
utiizados foram efetivos na inibicdo do
crescimento de todas as cepas de Candida
analisadas. O extrato glicélico de alecrim foi mais
eficaz, pois apresentou as menores CIM e CFM.
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