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Resumo: O objetivo deste estudo consiste em avaliar in vitro o potencial antifiingico dos extratos
glicolicos de Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim) e Syzygium cumini Linn. (jambolao) sobre cepas
clinicas de Candida albicans (n = 14), Candida glabrata (n = 8) e Candida tropicalis (n = 8). A
Concentracio Inibitéria Minima (CIM) foi determinada por meio de dilui¢des seriadas dos extratos
(100 a 3,125 mg.mL™") em caldo Sabouraud, que foram posteriormente inoculados com suspensoes
fdngicas (10° células.mL™"). Estes ensaios permaneceram incubados a 37 °C, por 24 horas. Ap6s
o periodo de incubagio, os ensaios que ndo apresentaram crescimento no caldo foram semeados
em 4gar Sabouraud e incubados a 37 °C por 48 horas, para determinar a Concentracio Fungicida
Minima (CFM). Para a maioria das cepas estudadas, a CIM do extrato de Rosmarinus officinalis Linn.
foi similar ao extrato de Syzygium cumini Linn., correspondendo a 25 mg.mL™" para C. albicans,
25 mg.mL™"! para C. glabrata e 12,5 mg.mL™" para C. tropicalis. Os valores de CFM dos extratos
de Rosmarinus officinalis Linn. e Syzygium cumini Linn. foram, respectivamente, 25 e 50 mg.
mL™" para C. albicans, 50 mg.mL™" para C. glabrata e 25 mg.mL™" para C. tropicalis. Conclui-se
que os extratos glicolicos de Rosmarinus officinalis Linn. e Syzygium cumini Linn. apresentaram
potencial antifiingico para todas as cepas de Candida estudadas, sendo que as cepas de C. tropicalis
demonstraram-se mais sensiveis aos extratos em relacdo a C. albicans e C. glabrata.

Palavras-chave: Candida albicans; Candida tropicalis; Candida glabrata; Rosmarinus
officinalis; Syzygium cumini.

Abstract: The aim of this study was to evaluate in vitro antifungal potential of extracts
glycolics Rosmarinus officinalis Linn. (rosemary) and Syzygium cumini Linn. (jambolan) on clinical
strains of Candida albicans (n = 14), Candida tropicalis (n = 8) and Candida glabrata (n = 8).
The minimal inhibitory concentration (MIC) was determined by serial dilution of the extracts
(100 to 3125 mg.mL") in Sabouraud broth, which were then inoculated with fungical suspensions
(10 cells.mL™") and incubated at 37 °C / 24 hours. After the incubation period, the assays of the
previous test which showed no growth in broth were planted in Sabouraud agar and incubated at
37 °C /48 hours to determine the Minimal Fungicidal Concentration (MFC). For most strains studied,
the MIC of the extract of Rosmarinus officinalis Linn. was similar to the extract of Syzygium cumini
Linn., corresponding to 25 mg.mL" for C. albicans, 25 mg.mL™" for C. glabrata and 12.5 mg.mL"!
for C. tropicalis. The MFC of extract of Rosmarinus officinalis Linn. and Syzygium cumini Linn. was,
respectively, 25 and 50 mg.mL™" for C. albicans, 50 mg.mL™" for C. glabrata and 25 mg.mL"" for
C. tropicalis. It concluded that the extracts of glycolics Rosmarinus officinalis Linn. and Syzygium
cumini Linn. showed potential antifungal for all strains of Candida studied, and the strains of
C. tropicalis shown to be more sensitive to extracts in relation to C. albicans and C. glabrata.

Keywords: Candida albicans; Candida tropicalis; Candida glabrata; Rosmarinus officinalis;
Syzygium cumini.
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Introducao

As espécies de Candida fazem parte da microbiota
bucal de aproximadamente 50% da populagdo. Entretanto,
sob determinadas condic¢des, podem comportar-se como
patégenos oportunistas, produzindo infec¢des que vao desde
lesdes mucosas superficiais até disseminacdes sist€micas
graves e invasivas, potencialmente fatais em pacientes
imunocomprometidos'?. Além de diversas formas de can-
didose, essas leveduras podem estar envolvidas em lesdes
endodonticas persistentes e doengas periodontais®. A espécie
mais isolada dessas infeccdes € C. albicans, seguida das espé-
cies C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei*.

O uso prolongado de antimicrobianos pode alterar a mi-
crobiota residente da cavidade bucal, proporcionando o cres-
cimento de microrganismos potencialmente patogénicos’,
tais como leveduras, enterobactérias e estafilococos. Assim,
torna-se necessdrio restringir o uso de antimicrobianos,
ampliar pesquisas relacionadas aos mecanismos genéticos
de resisténcia microbiana e desenvolver estudos relativos
a novos medicamentos, sintéticos ou naturais, capazes de
combater esses microrganismos®.

Atualmente, o emprego de plantas medicinais para o
tratamento de algumas doencas tem sido apoiado pela classe
médica e por programas oficiais de satide. O Brasil possui
um nimero muito grande de espécies vegetais nativas que
sdo consideradas medicinais’®, mas muitas ainda ndo tiveram
a adequada avaliacdo cientifica.

No ambito odontoldgico, as pesquisas com produtos
naturais tém aumentado nos dltimos anos, devido a busca
por novos produtos com maior atividade farmacoldgica,
menor toxicidade e custos mais acessiveis a populagido’. A
associag@o de plantas medicinais a dentifricios ou coluté-
rios bucais tem sido proposta por varios estudos e diversos
extratos de plantas foram testados com o objetivo de reduzir
a atividade de microrganismos bucais'®. Na medida em que
as principais doengas que acometem a cavidade bucal sdao
de origem microbiana, é recomendavel o uso de substancias
com efeito microbicida sobre microorganismos causadores
da cdrie, doencas periodontais e candidoses.

Nativa da regido do Mediterraneo, Rosmarinus officinalis
Linn. apresenta diversos nomes populares, como ale-
crim-de-cheiro, alecrim-das-hortas, alecrim-da-casa,
alecrim-comum, alecrim-verdadeiro e rosmaninho. Apesar
de ser utilizada basicamente como condimento, esta planta
apresenta propriedades antioxidantes e antimicrobianas'!!2,

Syzygium cumini Linn., popularmente conhecida como
jamboldo, é uma planta oriunda da India oriental'?, bastante
conhecida na medicina popular indiana e paquistanesa por
seus efeitos hipoglicemiantes'*. No Brasil, € tida como planta
ornamental e o chd de suas folhas € normalmente utilizado
por pacientes diabéticos'>!6. Porém, hd relatos do uso desta
planta como adstringente, diurético e antidiarreico. Além
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disso, também tem sido usada como enxaguatério bucal para
o tratamento de aftas, estomatites, afec¢des da garganta e
outras doengas das vias orais'’.

Embora existam relatos na literatura da atividade antimi-
crobiana de Rosmarinus officinalis Linn.*%81 ¢ Syzygium
cumini Linn.%%"2! ndo foram encontradas, até a finaliza-
¢do deste estudo, pesquisas que fizessem uso dos extratos
glicdlicos dessas plantas, livres de dlcool. A verificagao da
atividade antimicrobiana destas espécies, nestas condigdes
ainda ndo pesquisadas, pode ser de grande interesse nao
somente para a Odontologia, mas também para as Ciéncias
Médicas, em geral.

Portanto, devido a resisténcia dos microorganismos aos
antimicrobianos atuais, faz-se necessdria a realizacdo de
estudos in vitro acerca da acdo antifiingica de extratos na-
turais, podendo estes, futuramente, tornar-se uma alternativa
na Odontologia para o tratamento das infec¢des bucais. O
objetivo deste estudo ¢ avaliar o potencial antifingico dos
extratos glicélicos das plantas Rosmarinus officinalis (ale-
crim) e Syzygium cumini (jamboldo) sobre cepas clinicas de
C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, isoladas da cavidade
bucal de individuos submetidos a terapia com antibidticos
por tempo prolongado para o tratamento da tuberculose
pulmonar.

Material e método

Microorganismos

Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes
e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres
humanos e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos - UNESP
(protocolo n°® 020/2008 - PH/CEP).

A atividade antifiingica dos extratos glicélicos foi avalia-
da em 30 cepas de leveduras do género Candida, das quais
14 eram C. albicans, 8 C. glabrata e 8 C. tropicalis — pro-
venientes do Laboratério 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 antibi6ticos por tempo prolongado
para o tratamento da tuberculose pulmonar®.

As cepas foram semeadas em dgar Sabouraud dextrose
(Difco, Detroit, USA) e incubadas a 37 °C por 24 horas. A
seguir, o crescimento foi suspenso em solucdo fisioldgica es-
téril (NaCl 0,9%) e ajustado em espectrofotdmetro (Micronal
B582, Sdo Paulo, Brasil) com comprimento de onda de
530 nm e densidade 6ptica de 0,284, o que corresponde a
uma suspenso contendo 10° células.mL".

Extratos de Rosmarinus officinalis Linn. e Syzygium cumini Linn.

Foram utilizados, neste estudo, extratos glicdlicos
de Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim) e Syzygium



Atividade antiftiingica dos extratos glicélicos de Rosmarinus officinalis Linn. e Syzygium cumini Linn.

2009; 38(2)

cumini Linn. (jambolao), adquiridos da empresa Yod Ervas
(Campinas, Sdo Paulo, Brasil), onde exsicatas de cada
espécie estdo depositadas no herbdrio da Instituicdo.

Os extratos foram preparados por maceracao estatica das
folhas de cada planta, seguida por percolacido com propileno-
glicol, resultando em uma concentracdo de 200 mg.mL".

Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

Os ensaios do potencial antiftingico dos extratos foram
realizados pelo método de microdilui¢do em caldo, utilizan-
do-se placas de culturas de células de 24 pogos esterilizadas
(Costar Corning, New York, EUA).

Na determinag¢do da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), foram realizadas dilui¢des seriadas dos extratos
glicélicos em caldo Sabouraud dextrose (Difco, Detroit,
USA) no volume de 1 mL, de forma a obter concentracdes de
100 a 3,125 mg.mL"". Posteriormente, foram acrescentados
100 pL da suspensao fingica padronizada e as placas foram
incubadas em estufa bacteriol6gica por 24 horas, a 37 °C.

Ap6s periodo de incubagdo, a leitura foi realizada por
observacio visual da turvagdo do meio. Foi considerada CIM
amenor concentragdo dos extratos glicélicos testados capaz
de inibir o crescimento microbiano no caldo.

O controle positivo foi constituido de caldo e suspen-
sdo flingica. O controle negativo foi constituido de caldo e
extrato. Além disso, também foram realizados testes de mi-
crodiluigdo para avaliar a capacidade antiftingica do solvente
propilenoglicol sobre as cepas de Candida spp. avaliadas.

Determinagdo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

Os ensaios do teste anterior que ndo apresentaram
crescimento fingico no caldo foram semeados em dgar
Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA), para determina-
¢ao0 da Concentra¢do Fungicida Minima (CFM) para todas
as cepas. Para tal verificagdo, aliquotas de 100 puL foram
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incubadas por 48 horas, a 37 °C. Ap6s periodo de incubacio,
foi verificado crescimento de coldnias caracteristicas do
género Candida. Foi considerada Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) a menor concentracdo do extrato testado
capaz de eliminar totalmente o crescimento microbiano em
meio de cultura sélido.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente
pelo teste-t de Student com nivel de significdncia de 5%,
utilizando-se o software Minitab (Inc., Pa, USA).

Resultado

Os testes de microdilui¢do e semeadura em 4gar
Sabouraud dextrose realizados com o solvente propileno
glicol, isoladamente, nao apresentaram efeito inibitério
ou fungicida sobre as cepas de Candida spp. avaliadas. O
controle positivo realizado apresentou viabilidade das cepas
utilizadas. O controle negativo ndo apresentou qualquer tipo
de contaminagao do caldo ou dos extratos testados.

Os resultados das CIM e CFM dos extratos glicélicos
de R. officinalis Linn. e S. cumini Linn sobre todas as cepas
clinicas de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis estao
representados, respectivamente, nas Tabelas 1 e 2. Pode-se
observar que ambas as preparagdes apresentaram potencial
antifiingico, porém sem diferenca estatisticamente signifi-
cante entre elas.

Discussao

O aumento prevalente de microorganismos resistentes
aos antimicrobianos — assim como o aparecimento de efeitos
indesejaveis de alguns fairmacos — faz com que a busca por
novos agentes antimicrobianos seja uma importante estraté-
gia no estabelecimento de terapias alternativas para infec¢des

semeadas em placas de Petri com dgar Sabouraud dextrose e de dificil tratamento®?*, Dessa forma, muitos pesquisadores

Tabela 1. Faixas de Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) dos extratos de Rosmarinus officinalis Linn. e Syzygium cumini Linn.
(mg.mL™") sobre cepas de Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis

CIM Rosmarinus officinalis CIM Syzygium cumini

Candida Candida Candida Candida Candida Candida

albicans glabrata tropicalis albicans glabrata tropicalis
Média 20,09 17,19 10,16 28,57 32,03 14,84
Desvio Padrao 7,01 8,68 3,23 12,43 16,17 6,63
Varidvel minima 6,25 6,25 6,25 12,5 6,25 6,25
Varidvel maxima 25 25 12,5 50 50 25
Moda 25 25 12,5 25 25 12,5
Mediana 25 18,75 12,5 25 25 12,5

Nio foi observada diferenga estatisticamente significante entre R. officinalis Linn. e S. cumini Linn. Teste-t de Student com nivel de
significancia de 5%.
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Tabela 2. Faixas de Concentragdes Fungicidas Minimas (CFM) dos extratos de Rosmarinus officinalis Linn. e Syzygium cumini Linn.
(mg.mL™") sobre cepas de Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis

CFM Rosmarinus officinalis CFM Syzygium cumini

Candida Candida Candida Candida Candida Candida

albicans glabrata tropicalis albicans glabrata tropicalis
Média 32,14 34,38 20,31 40,18 64,06 28,13
Desvio Padrao 14,47 17,36 6,47 14,02 32,35 14,56
Variavel minima 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Variavel maxima 50 50 25 50 100 50
Moda 25 50 25 50 50 25
Mediana 25 37.5 25 50 50 25

Nio foi observada diferenca estatisticamente significante entre R. officinalis Linn. e S. cumini Linn. Teste-t de Student com nivel de

significancia de 5%.

tém demonstrado grande interesse na investigacao de extra-
tos de plantas com potencial antimicrobiano®.

A observacdo dos resultados obtidos neste estudo pos-
sibilita verificar que os extratos glicdlicos de R. officinalis
Linn. e S. cumini Linn. apresentaram efeitos fungiostaticos e
fungicidas sobre as cepas clinicas de C. albicans, C. glabrata
e C. tropicalis isoladas da cavidade bucal de pacientes que
fizeram uso prolongado de antibiéticos.

Dentre as leveduras testadas, C. tropicalis foi a mais
sensivel aos extratos utilizados. As cepas de C. albicans
foram mais susceptiveis ao extrato de R. officinalis Linn.,
enquanto que para C. glabrata nao houve diferenca entre os
extratos testados. Estes dados sdo relevantes, uma vez que
C. glabrata e C. albicans apresentam baixa susceptibilidade
aos antifingicos convencionais®.

A planta R. officinalis Linn. € rica em terpeno, metabdlito
secunddrio com caracteristica lipofilica, que tende a compar-
tilhar a fase aquosa das estruturas da membrana, causando
sua expansdo, aumento da fluidez ou desordem da estrutura
da mesma, além de inibi¢do de enzimas ali embebidas®.
Estes efeitos possivelmente podem ser os responsaveis pela
atividade antiftingica desses extratos, observada no presente
trabalho.

A literatura relata que os diferentes extratos etandlico,
diclorometanico e metandlico, além do 6leo essencial de
R. officinalis Linn., apresentaram propriedade antifingica
sobre cepas de C. albicans e C. tropicalis®'®'. Por outro
lado, Lima et al.® verificaram que o dleo essencial de
R. officinalis Linn. apresentou baixa atividade antifiingica
sobre as cepas de C. albicans, C. guilliermondii, C. krusei,
C. parapsilosis e C. stellatoidea.

As folhas da planta S. cumini Linn. sdo ricas em taninos
e saponinas®’. Segundo Scalbert®, é possivel que o tanino
apresente atividade antimicrobiana por agir inibindo enzi-
mas bacterianas e fingicas. Segundo dados da literatura
pesquisada, as diferentes formas de extratos de S. cumini
Linn., incluindo extrato etandlico, diclorometianico, me-

tandlico, hidroalcodlico e aquoso, apresentaram ac¢do
antifingica frente as cepas de C. albicans, C. dubliniensis,
C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis,
C. tropicalis e C. utilis®'"*'.

Neste trabalho, C. tropicalis foi a espécie mais sensivel
aos extratos testados. Esses resultados divergem do estudo
de Lima et al.%, no qual C. tropicalis ndo apresentou sensi-
bilidade ao dleo essencial de R. officinalis Linn.

As divergéncias encontradas no presente estudo em
relacdo as pesquisas acerca da atividade antiftingica ja pu-
blicadas com R. officinalis Linn. e S. cumini Linn. podem
ser devidas as diversas formas de preparo e as diferencas na
composicao quimica da planta. Esta composic¢do € determi-
nada por fatores varidveis, como local, condi¢des de cultivo
e época de colheita.

E importante ressaltar que as andlises antifingicas reali-
zadas nos trabalhos citados foram realizadas em diferentes
concentragdes e metodologias (difusdo em dgar, difusdo em
disco e dilui¢do em caldo), dificultando a comparacao segura
entre os resultados. Segundo Eloff?, a técnica de microdilui-
¢do em caldo apresenta 30 vezes mais sensibilidade do que
as outras técnicas usadas para os ensaios com plantas.

Outro dado importante deste trabalho foi a utilizagdo de
extratos glicdlicos, diferentemente da maioria dos estudos,
que utilizou extratos etandlicos. Além de a a¢do antimicro-
biana do etanol nessas solucdes ser possivelmente nula, o
seu uso tem sido questionado, pois, segundo alguns autores,
o etanol utilizado por longo prazo pode apresentar potencial
carcinogénico®. Atualmente, hd uma preocupagio para a
remocdo do etanol dos enxaguatdrios bucais, de modo que
muitas empresas estdo produzindo enxaguatérios livres
desta substancia. Ao visar uma possivel aplicabilidade
clinica dos extratos de R. officinalis Linn. e S. cumini Linn.
como enxaguatdrios bucais ou irrigantes do canal radicular,
optou-se na presente pesquisa pela utilizacdo de extratos
livres de etanol, os quais se mostraram satisfatérios para
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avaliagdes futuras do uso dessas plantas no tratamento de
infeccdes flingicas.

Os resultados obtidos com os extratos glicélicos de
R. officinalis Linn. e S. cumini Linn. sobre as cepas de
Candida foram promissores, o que indicaria a sua utilizagao
como terapia alternativa para o tratamento de infecc¢des
fingicas. Porém, torna-se necessdria a realizagio de estudos
acerca da citotoxidade destes produtos, como suporte de
seguranga para o uso dos mesmos como farmacos.

Conclusao

Conclui-se que os extratos glicélicos de Rosmarinus
officinalis Linn. e Syzygium cumini Linn. apresentaram
efeitos antiflingicos para todas as cepas de Candida estu-
dadas, sendo que as cepas de C. tropicalis mostraram ser
mais sensiveis aos extratos quando comparadas as cepas de
C. albicans e C. glabrata.
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