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RESUMO

Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae), € popularmente conhecida no Brasil como "alecrim-
pimenta”, € nativa das regifes semi-aridas do Nordeste brasileiro, e utilizada na medicina
tradicional como anti-séptico. Esta espécie possui folhas muito aromaticas e picantes que
apresentam Oleo essencial rico em timol e carvacrol. O efeito terapéutico de L. sidoides tem
sido atribuido principalmente a presenca do timol, componente encontrado ndo s6 apenas no
6leo essencial, mas também em extratos hidroalcéolicos. O presente estudo avaliou a
atividade antifungica do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. e do seu componente
majoritario, o timol, sobre cepas de Candida através da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e da Concentragdo Fungicida Minima (CFM) e de alteragcBes morfoldgicas das cepas
produzidas pelo produtos testados. Primeiramente foi realizada uma selecdo com 16 cepas
fangicas pela técnica de difusdo em meio solido, os melhores resultados foram com as
seguintes cepas: CK 01, CK 02, CA 62 e CT 20. A anélise da composic¢ao quimica do 6leo foi
realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
apresentando o timol como componente majoritario. Outros constituintes quimicos como
carvacrol, p-pineno, 1,8 cineol, y-terpineno, éter metil carvacrol e B-cariofileno foram
identificados. A CIM do 0leo essencial de Lippia sidoides Cham. (OELS), frente as cepas
variou entre 64 e 256 pg/mL. A CIM do timol variou entre 32 e 64 pg/mL. A CFM do OELS
variou entre 128 e 512 ug/mL, para o timol foram encontrados valores entre 64 e 128 pg/mL.
Em relagcdo & micromorfologia, quando utilizado o OELS, nas cepas CK 01 e CT 20, a
presenca de pseudohifas foi considerada ausente. Quando utilizado o timol, a presenca de
pseudohifas foi considerada ausente nas cepas CK 01 e CA 62, ocorrendo uma reducgédo da
morfogénese na cepa CT 20. Estes dados sdo promissores e poderdo incentivar futuras
pesquisas sobre os aspectos fitoquimicos, toxicoldgicos e farmacoldgicos tanto do 6leo
essencial de Lippia sidoides como também de seus componentes quimicos.

Palavras-chaves: Concentracdo Fungicida Minima (CFM), Concentracdo Inibitoria Minima
(CIM), micromorfologia fangica.



ABSTRACT

Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae), is popularly known in Brazil as "pepper-rosmarin®, is
native to semi-arid regions of Brazil, and used in traditional medicine as an antiseptic. This
species has leaves very aromatic and spicy presenting essential oil rich in thymol and
carvacrol. The therapeutic effect of L. sidoides has been attributed primarily to the presence
of thymol, only component found not only in the essential oil, but also in hydroalcoholic
extracts. The present study evaluated the antifungal activity of the essential oil of Lippia
sidoides Cham. and its major component, thymol on Candida strains through the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC) and
morphological changes of the strains produced by the tested products. First a selection of 16
fungal strains by diffusion technique was performed on solid medium, the best results were
with the following strains: CK 01, CK 02, CA 62 and CT 20. The chemical composition of
the oil was performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), with
thymol as the major component. Other chemical constituents such as carvacrol, p-pinene, 1,8
cineole, y—terpinene, methyl carvacrol and B-caryophyllene were found. The MIC of the
essential oil of Lippia sidoides Cham. (OELS) against the strains ranged between 64 and 256
ug/mL. The MIC of thymol ranged between 32 and 64 pg/mL. MFC the OELS varied
between 128 and 512 pg/mL, thymol were found to values between 64 and 128 ug/mL.
Regarding micromorphology when OELS used in CT strains CK 01 and CT 20, the presence
of pseudohyphae was regarded as absent. When used thymol, the presence of pseudohyphae
was regarded as absent in strains CA CK 01 and 62, causing a reduction in the morphogenesis
of strain CT 20. These data are promising and may encourage future research on aspects
phytochemical, pharmacological and toxicological both the essential oil of Lippia sidoides as
well as their chemical components.

Keywords: Minimum Fungicidal Concentration (MFC), Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), fungal micromorphology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Apresentacao

O arbusto Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae), € popularmente conhecida no Brasil
como "alecrim-pimenta”, é nativa das regifes semi-aridas do Nordeste brasileiro, e utilizada
na medicina tradicional como anti-séptico (MATOS, 2000). Existem relatos sobre a atividade
antimicrobiana de L. sidoides: a atividade do oOleo essencial foi avaliada contra Candida
albicans, Candida tropicalis, Streptococcus mutans, Staphylococus aureus e Microsporum
canis (BOTELHO et al., 2007; FONTENELLE, 2008; AZUMA, K. et al, 2003, VERAS et
al., 2011). O oleo essencial também demonstrou efeitos anti-inflamatorios, anti-oxidantes e
gastroprotetor, associado com baixa toxicidade (FONTENELLE et al., 2007, MONTEIRO et
al., 2006).

Pode-se considerar como planta medicinal aquela administrada sob qualquer forma e
por alguma via ao homem, exercendo algum tipo de acdo farmacoldgica. As plantas podem
ser classificadas de acordo com sua ordem de importancia, iniciando-se pelas plantas
empregadas diretamente na terapéutica, seguidas daquelas que constituem materia-prima para
manipulacdo e, por ultimo, as empregadas na industria para obtengdo de principios ativos ou
como precursores em semi-sintese. As plantas medicinais tém sido utilizadas tradicionalmente
para o tratamento de varias enfermidades. Sua aplicacdo é vasta e abrange desde o combate ao
cancer até microrganismos patogénicos (SILVA; CARVALHO, 2004; CALIXTO, 2000).

As plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades terapéuticas, tém
contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de varios farmacos, até hoje amplamente
utilizados na clinica, como a emetina, a vincristina, a colchicina e a rutina. A cada momento
sdo relacionadas na literatura novas moléculas, algumas de relevante acdo farmacoldgica
como a forscolina, o taxol e a artemisinina (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

O advento dos quimioterapicos causou conforto as populagdes humanas durante algum
tempo, pois se acreditava que enfermidades existentes seriam curadas e que a qualidade de
vida seria primada e preservada. Desde os anos de 1940, o desenvolvimento de farmacos
efetivos e seguros para lidar com as infecgbes bacterianas e outras revolucionou o tratamento
médico, e a morbidade e a mortalidade associadas a estas doencas foram drasticamente
diminuidas (RANGE et al., 2007). Porém, a histdria tomou outro rumo quando se observou
gue as pessoas continuavam suscetiveis aos mais variados tipos de infeccbes, e que esta

condicdo vinha sendo alarmantemente ampliada em relacdo a um grande numero de
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microrganismos (MORAIS-BRAGA, 2012). Em um curto espago de tempo surgiam linhagens
de micro-organismos resistentes a droga e capazes de sobreviver ao tratamento realizado
(VERMELHO et al., 2007). A resisténcia aos quimioterapicos também pode se desenvolver
em outros microrganismos além das bactérias, como por exemplo, nos fungos (CASTRO et
al., 2006).

Um crescente nimero de cepas fungicas vém se tornando resistente aos farmacos
antifingicos atualmente comercializados. Kanafani e Perfect (2008) caracterizam dois tipos
de resisténcia: a primaria (ou intrinseca), encontrada naturalmente em certos fungos, sem
exposicao prévia a drogas. E a secundéria (ou adquirida), que se desenvolve em cepas apos
exposicao ao agente antifungico, sendo dependente de expressdo do gene alterado.

Nos fungos, dentre os principais mecanismos bioquimicos que contribuem para o
aparecimento do fenotipo de resisténcia a drogas estdo a reducdo da captacdo ou 0 aumento do
efluxo celular, modificacdo ou degradacdo da droga dentro da célula, mudancas na interagdo
da droga com o seu sitio alvo ou ainda a interacdo com outras enzimas (SEGATO, 2008). A
resisténcia fungica aos agentes terapeuticamente disponiveis vem aumentando como
conseqiiéncia do crescimento da populacdo imunocomprometida e do uso cada vez mais
frequente de profilaxia e auto-medicagcdo (WANNMACHER; FERREIRA, 2007).

A candidiase superficial estabelece-se em decorréncia de aumento no nimero local de
Candida e lesdo da pele ou do epitélio, permitindo a invasdo local por leveduras e pseudo-
hifas. Quando esse microrganismo penetra na corrente sanguinea e as defesas do hospedeiro
sdo inadequadas para conter o crescimento e a disseminacdo das leveduras, ocorre candidiase
sistémica. A partir da circulagdo, a Candida pode infectar os rins, fixar-se a proteses valvares
cardiacas ou provocar infeccdes em quase qualquer parte do corpo (MITCHELL, 2009).

A candidemia é a denominacao para infeccdo da corrente sanguinea (ICS) causada por
leveduras do género Candida e essa tem sido a infeccdo fungica invasiva mais extensamente
estudada, pois a mesma tornou-se um problema persistente em inimero hospitais ao redor do
mundo tanto em paises em desenvolvimento como em paises desenvolvidos (MCNEIL et al.,
2001; WILSON et al., 2002; PFALLER; DIEKEMA, 2007; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

O processo de desenvolvimento de novos farmacos ndo tem conseguido acompanhar a
rapida evolugdo dos microrganismos e a ciéncia tem reunido esforcos para busca de novas
substancias que possam desarticular as defesas desenvolvidas por conta da exposi¢do as
drogas em uso. Neste contexto, produtos naturais de origem vegetal e animal, entre outros,

tém sido o alvo de diversas pesquisas embasadas na existéncia de atividades biocidas,
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naturalmente desenvolvidas por seres vivos, para garantia da sobrevivéncia entre as espécies e
em variados ambientes (SIMOES et al., 2010).

Diante destas consideracdes, devido ao uso popular, assim de como registros na
literatura evidenciando algumas atividades bioldgicas apresentadas por L. sidoides, resolveu-
se analisar o potencial antifingico do 6leo essencial das suas folhas e do timol, seu composto
majoritario, com énfase em alteragdes micromorfologicas, frente as cepas do género Candida,
sendo este o primeiro relato sobre a atividade do 6leo essencial de L. sidoides e do timol sobre

a micromorfologia fungica.

1.2 Dados botanicos

1.2.1 Familia Verbenaceae

A Familia Verbenaceae abrange em torno de 36 géneros e cerca de 1000 espécies de
distribuicdo pantropical. No Brasil, ocorrem 17 géneros e 250 espécies com potencial
econémico largamente explorado (LORENZI e MATOS, 2002; SOUZA e LORENZI, 2005).
Os exemplares dessa familia sdo plantas herbaceas e arbustivas de folhas inteiras opostas ou
alternas. As flores em geral sdo pequenas e reunidas em inflorescéncia densa e vistosa.
Alguns exemplos no Nordeste do Brasil sdo os arbustos conhecidos como Camara
Chumbinho (Lantania camara), Alecrins (Lippia spp) e as arvores Mangue-canoé
(Avicennia), Taruma (Vitex spp) (CRAVEIRO et al, 1981). Em relacéo as dicotiledéneas com
principios aromaticos, esta familia é bastante importante por alguns de seus representantes
serem empregados na medicina popular principalmente por suas propriedades digestivas
(FESTER et al. 1961, SORARU & BANDONI 1978, RATERA & RATERA 1980).

As espécies da familia Verbenaceae tem seu potencial econémico vastamente
explorado, tanto de forma ornamental (LORENZI & SOUZA 2001), quanto terapéutica, esta
altima forma se deve principalmente pela presenca de Oleos essenciais. Varios estudos
apontam atividades analgésicas, antimicrobianas, antiespasmaodicas, antitumorais, calmantes,
citostaticas, sedativas, hepatoprotetoras, anti-inflamatorias e laxativas de algumas das espécies
desta familia (STEFANINI et al., 2002). Os principais géneros que apresentam espécies com

propriedades medicinais sao Verbena, Stachytarpheta e Lippia (DI STASI et al., 2002).
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1.2.2 O género Lippia

O género Lippia é um dos maiores da familia VVerbenaceae e foi descrito em 1.753 por
Linnaeu (BRANDAO, 2003), incluindo cerca de 200 espécies de ervas, arbustos e arvores de
pequeno porte. As espécies deste estdo distribuidas principalmente ao longo de paises da
América Central, América do Sul e Africa (TERBLANCHE & KORNELIUS, 1996). Este
género possui muitas espécies de interesse medicinais, em torno de 150 espécies estdo
distribuidas por campos rupestres e cerrados no Brasil (SALIMENA, 2002). As diversas
espécies do género Lippia apresentam-se, quase sempre, aromaticas e ornamentais. Para
muitas espécies, estudos bioldgicos mostram atividades sobre o SNC, além de propriedades
antivirais, analgésicas, entre outras (SOARES, 2001).

Plantas desse género sdo popularmente usadas para tratar doencas gastrointestinais,
hepéticas e respiratdrias, também sdo usadas de forma tdpica no tratamento de feridas,
doencas cuténeas, queimaduras e Ulceras (PASCUAL et al., 2001). Segundo Salimena (2002),
sdo 0s Oleos essenciais extraidos das folhas de muitas espécies que apresentam propriedades

medicinais.

1.2.3 A espécie Lippia sidoides Cham.

A espécie Lippia sidoides pode ser encontrada de forma abundante no Nordeste do
Brasil nos estados do Cearé e Rio Grande do Norte (ALMEIDA et al., 2010). E popularmente
conhecida como “alecrim-pimenta”, sendo uma planta bastante aroméatica (FONTENELLE,
2008). L. sidoides apresenta-se como um arbusto caducifdlio, ereto, muito ramificado e
quebradico, que mede entre 2 e 3 m de altura (Figura 1). Suas folhas apresentam forte cheiro
picante e as flores sdo pequenas, esbranquicadas, reunidas em espigas de eixo curto nas axilas
das folhas. E propagada por estaquia utilizando, de preferéncia, os ramos mais finos
(MATQS, 2000; MATOS, 2002; LORENZI; MATQOS, 2002). Os frutos sdo pequenas
capsulas agrupadas em infrutescéncias e originam sementes pequenas (SOUZA et al., 2004).

Esta espécie possui folhas muito aromaticas e picantes que apresentam 06leo essencial
rico em timol e carvacrol (LORENZI & MATOS, 2002). Sua folhagem é comumente
utilizada para tratamento de acne, ferimentos, infeccOes da pele e do couro cabeludo. A
infusdo tem sido usada na medicina popular em inalagdes, rinite alérgica e no tratamento das
infeccbes vaginais, da boca e da garganta (MATOS e OLIVEIRA, 1998). Devido a sua
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importancia, esta espécie foi listada na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao Sistema Unico de Satde (Renisus).

As folhas e flores constituem a parte medicinal desta planta. Seu 6leo essencial possui
elevado valor comercial, pois contém timol ou uma mistura de timol e carvacrol, dois
fenilpropanoides com fortissimas propriedades antimicrobianas e antissépticas (MATOS,
2000). O 6leo essencial de L. sidoides tem um potencial valor econémico por causa de seu uso
industrial na producdo de perfumes, cremes, locdes e desodorantes (BOTELHO et al, 2007).
O efeito terapéutico de L. sidoides tem sido atribuido principalmente a presenca do timol,
componente encontrado ndo sO apenas no Oleo essencial, mas também em extratos
hidroalcoolicos (MATOS e OLIVEIRA, 1998). Este 6leo é uma das substancias utilizadas na
medicina tradicional brasileira, especialmente pelas comunidades locais pobres do Nordeste

do Brasil para cortes na pele, picadas de insetos e dor de garganta (LEMOS et al., 1990).

Figura 1. Fotografia de arbusto de Lippia sidoides Cham.
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1.3 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas, também sendo conhecidos como 6leos voléteis, 6leos etéreos
ou esséncias, sdo obtidos de partes de plantas através de destilagdo por arraste de vapor d’
agua (SIMOES et al., 2010). Esses compostos sdo oriundos do metabolismo secundario das
plantas e possuem composicdo quimica complexa, destacando-se a presenca de terpenos e
fenilpropandides (FARIAS; LIMA, 2000).

Os constituintes quimicos dos Oleos essenciais variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos,
perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos contendo enxofre.
Na mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragcdes, onde um ou mais
deles sdo compostos majoritario, existindo outros em menores concentracdes e alguns em
baixissimas quantidades (SIMOES et al., 2010). A composi¢io quimica dos 6leos essenciais
encontrados em diferentes espécies € bastante complexa e sofre influéncia tanto do material
genético da planta, quanto das condicdes climaticas e ambientais, assim como de qual parte da
planta é extraido, o horario e a época do ano (LAVABRE, 1992).

A avaliacdo das atividades bioldgicas de O6leos essenciais de algumas plantas
revelaram que alguns destes apresentavam atividades bacterianas, inseticidas e antifingicas
(SILVA et al., 2008). Outros estudos tém comprovado o efeito de compostos isolados,
extraidos de Oleos essenciais de plantas, que atuam como fungicidas naturais, inibindo a
atividade fangica, dentre os quais, um nimero bastante significativo destes constituintes se
mostrou eficaz (ABDELGALEIL et al., 2008; CHANG et al., 2008; KORDALI et al., 2008).

O uso de dleos essenciais, como agentes antimicrobianos, oferece um baixo risco de
desenvolvimento de resisténcia microbiana, pois sendo misturas de diferentes compostos, sua
atividade antimicrobiana pode estar relacionado a diferentes mecanismos de agdo, 0 que
dificulta a adaptacdo dos microrganismos (DAFERERA et al., 2003).

1.4 Atividades bioldgicas do 6leo essencial de Lippia sidoides

Em estudo realizado por Veras et al. (2012), o 6leo essencial de Lippia sidoides e seu
constituinte majoritério, o timol, ocorreu a potencializaram a atividade de aminoglicosideos
por contato a vapor frente a P. aeruginosa e Staphylococcus aureus. Fontenelle et al.(2007)

caracterizou efeito inibitorio do 6leo essencial de Lippia sidoides sobre o crescimento dos
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fungos das espécies Microsporum canis, Microsporum pachydermatis e Candida spp. Quando
testado contra diversas bactérias patogénicas, incluindo o Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, o 0leo essencial de L. sidoides provou ser muito promissor como
um composto antimicrobiano (OLIVEIRA et al,. 2006), demonstrando também atividade
inibidora contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium
smegmatis (LEMOS et al., 1990), e contra alguns micro-organismos que vivem sobre a pele
dos pés e axilas (LACOSTE et al., 1996).

Foi demonstrado que o Oleo essencial de L. sidoides tem acdo acaricida contra
Tetranychus urticae Koch e T. evansi (CAVALCANTI et al, 2010; DELFINO, 2012)
atividade inseticida contra o Tenebrio molitor (LIMA et al, 2011) e atividade larvicida contra
Aedes aegypti Linn (CARVALHO et al., 2003; COSTA et al., 2005).

Os principais constituintes do 6leo essencial de L. sidoides s&o timol e carvacrol, que
na maioria das vezes sdo 0s responsaveis pela atividade inibidora marcante do dleo contra
micro-organismos (BOTELHO, 2007; COSTA et al., 2001; MORAIS, 2012). Algumas
diferencas nos resultados obtidos nos ensaios comparativos sobre a atividade antimicrobiana

levaram a concluséo de que o timol ndo é o Unico responsavel (MATOS e OLIVEIRA, 1998).

1.5 Timol

O timol é encontrado no oleo essencial das folhas de L. sidoides e nos extratos
hidroalcoolicos (MATOS, 2000). E também chamado de 2-isopropil-5-metil-fenol e seu
isbmero de posicdo € o carvacrol (5-isopropril-2-metil-fenol). Esse composto é um terpeno de
férmula quimica Cy1oH140 (Figura 2) encontrado também em Thymus vulgaris, perfazendo em
torno de 40 a 50% do 6leo. (SIMOES et al., 2010). O timol também é encontrado no 6leo
essencial de horteld, como grandes cristais incolores ou como po cristalino branco. Apesar de
ser um composto fendlico, é considerado terpendide, mais especificamente um monoterpeno,
devido a via biossintética de que se origina. Esse composto é responsavel pelas propriedades
antiflngicas e antibacterianas das folhas e flores do Origanum vulgare e pela aromatizacdo de
alimentos na industria alimenticia. (CARDOSO et al., 2001).

Os compostos com estruturas fenolicas tais como timol, possuem alta atividade in
vitro contra bactérias Gram negativas e Gram positivas (DORMAN; DEANS, 2000). Este
composto tem alto poder anti-séptico, superior ao do préprio fenol, e a0 mesmo tempo, menos

toxicidade. O timol tem sido usado no tratamento de enfermidades da pele e por inalacéo,
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associado a outras substancias volateis, para tratar enfermidades respiratorias (KORDALI et
al., 2008).

O timol é encontrado em formulag6es de cremes e anti-sépticos bucais (Euthymol® e
Listerine®), pomadas descongestionantes (Vick®), adesivos antiinflamatdrios (Salonpas®),
pastilhas que aliviam tosse e irritacdo da garganta (Valda®) e como anti-séptico para
higienizacdo bucal de cdes e gatos (Gelsept®) (VERAS, 2012).

Figura 2. Estrutura molecular do timol

CHa

OH

H;C CHs

Fonte: TEOFILO, 2012

1.6 Fungos

O género Candida produz diversos fatores de viruléncia, dentre os quais se destacam:
a aderéncia, dimorfismo (formag&o de micélio), variabilidade fenotipica, produgdo de toxinas
e enzimas proteinases e lipases (RIBEIRO et al., 2004). Em relacdo a micromorfologia,
laminas preparadas a partir de um fragmento da colénia ou de uma amostra clinica positiva,
permitem a visualizacdo de estruturas, denominadas blastoconideos, que podem estar isoladas
ou apresentando brotamento (Figura 3) (MORETTI et al., 2004).
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Figura 3. Estruturas leveduriformes observadas em microscopio optico.

1 e 2: Blastoconidios apresentando ou ndo brotamentos, 3: pseudohifas de cepas
Candida tropicalis e de Candida albicans (4). (FONTE: MENDES, 2011).

1.7 Candida albicans

Dentre as espécies do género Candida, C. albicans é predominante nas infec¢des
superficiais e invasivas de diferentes sitios anatdmicos (VALLE; RENDE; OKURA, 2010). E
um patégeno oportunista que habita 0 homem de forma comensal e é o maior causador de
infeccBes fungicas em humanos. Na maioria das vezes, estas infeccBes ocorrem como
consequéncia de uma alteracdo na resposta imunolégica e viruléncia da C. albicans, que
apresenta consideravel plasticidade morfolégica (MONGE et al., 2006).

O habitat de C. albicans e de outras espécies de Candida spp. é bastante amplo,
estando ligado a espécie humana e todas as espécies de primatas. O espectro das candidiases é
bastante extenso, ocorrendo desde manifestacBes clinicas banais, como a colonizacdo de

mucosas, até quadros sistémicos, com a invasao de varios orgaos (SIDRIM; ROCHA, 2010).

1.7.1 Morfologia

C. albicans é capaz de alterar sua morfologia em resposta as condi¢cGes ambientais,
passando de levedura para hifa, sendo que a forma de blastoconidios (forma leveduriforme)
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predomina em meio rico de nutrientes, enquanto os filamentos sdo formados em resposta a
falta de nutrientes (MITCHEL, 1998; MOLERO et al., 1998; CALDERONE & FRONZI,
2001; VAN BURIK & MAGEE, 2001; CARLISLE et al., 2009; KARKOWSKA-KULETA et
al., 2009; LEITO et al., 2009).

As células de levedura de C. albicans podem sofrer trés processos morfoldgicos
diferentes: formacdo de blastoporos, formacao de pseudohifas e hifas verdadeiras e formacéo
de tubo germinativo. Os fatores que favorecem a formacdo dessas estruturas estdo
relacionados a composi¢cdo quimica do meio, ao pH, tamanho do inoculo e temperatura de
incubacdo. Em torno de 30°C, pseudomicélio e micélio verdadeiro sdo formados. Cachos de
blastosporos sdo formados lateralmente nos pontos de constricdo das pseudo-hifas.
Clamiddsporos arredondados, com paredes espessas e em pares sao formados na extremidade
das pseudo-hifas ou isoladamente (Figura 4) (SILVA, 2006).

Figura 4. Aspectos microscopicos da levedura Candida albicans apos realizagdo de microcultivo em Agar-arroz

Fonte: utora.
1.8 Candida tropicalis

C. tropicalis é geralmente encontrada na pele e no trato digestivo de hospedeiros
humanos saudaveis (ODDS, 1998), porém pode tornar-se um patégeno oportunista quando o
hospedeiro encontra-se neutropénico, tem a flora bacteriana suprimida pelo uso de
antimicrobianos, possui danos na mucosa gastrointestinal ou ainda quando é um paciente com

neoplasias, especialmente em leucemias (WINGARD, 1995).
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Ate algum tempo atrés, C. albicans era a espécie de maior interesse clinico, entretanto,
com o aumento geral das candidemias observou-se também um aumento das infec¢cdes de
corrente sanguinea por espécies de Candida ndo-albicans, sendo Candida parapsilosis e
Candida tropicalis os patégenos mais importantes. As causas para essa inversdo no padrao de
distribuicdo das espécies pode estar intimamente relacionadas com o potencial de viruléncia
destes micro-organismos e ao uso profilatico e empirico de drogas antifungicas (TSANG,
2000).

1.8.1 Morfologia

As pseudo-hifas sdo longas e ramificadas, originando blastosporos simples ou em
cadeias e cachos nos pontos de constri¢do. Hifas verdadeiras podem ser produzidas. Algumas
cepas produzem clamidosporos, especialmente em isolamento inicial, de aspecto globoso ou
piriforme na extremidade de pseudo-hifas ou hifas verdadeiras, mas ndo sdo regularmente
produzidos. Os clamiddsporos diferem daquelas da C. albicans por ndo apresentarem células
que os suportam (Figura 5) (SILVA, 2006).

Figura 5. Aspectos microscopicos da levedura Candida tropicalis ap6s realizacdo de microcultivo em Agar-
arroz

Fonte: Autora.

1.9 Candida krusei

C. krusei é um patdgeno que causa infeccdes em pacientes imunocomprometidos, sua
incidéncia tem aumentado nos ultimos anos. Encontra-se na microbiota da cavidade bucal,
colonizam-se no trato gastrointestinal causando fungemias e formas sistémicas de candidiase
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(ABBAS et al., 2000). C. krusei tem sido reconhecido como um patdgeno resistente a um
amplo repertério de antiflngicos, alguns estudos relatam a resisténcia desse micro-organismo
aos antifungicos, principalmente fluconazol, anfotericina B e a 5-fluorocitosina (BARBEDO
& SGARDI, 2010).

1.9.1 Morfologia

Em temperatura de 30°C, utilizando o &gar cornmeal-Tween 80, as células sdo
ovoides, alongadas ou cilindricas, medindo 2,6-5,6 x 4-15 um. Geralmente sdo produzidas
pseudo-hifas com cachos de blastosporos. Os blastosporos sdo alongados, criando uma

aparéncia de palito de fosforo (Figura 6) (SILVA, 2006).

Figura 6. Aspectos microscopicos da levedura Candida krusei apds realizacio de microcultivo em Agar-arroz

Fonte: Autora.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifingica in vitro do 6leo essencial obtido das folhas de Lippia

sidoides Cham. e do timol sobre cepas de Candida oriundas de isolamentos clinicos.

2.2 Objetivos especificos:

o Determinar os constituintes do 6leo essencial de L. sidoides por meio de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

o Realizar screening com o6leo essencial de L. sidoides para determinacdo da
atividade antifangica frente a linhagens de Candida;

o Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial de L.
sidoides e do timol sobre cepas de Candida;

o Determinar a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) do 6leo essencial de L.
sidoides e do timol sobre cepas de Candida;

o Avaliar a acdo do 6leo essencial de Lippia Sidoides Cham. e do timol sobre a

micromorfologia fungica.
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3 Materiais e métodos
3.1 Selecao e coleta do material botanico

O material boténico de Lippia sidoides Cham. foi coletado na Horta 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 Oeste 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
preparacdo da exsicata, que foi depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima,
da Universidade Regional do Cariri - URCA, sob o0 numero de herbario 8096.

3.2 Extracéo de Oleo Essencial

Folhas de Lippia sidoides Cham. foram coletadas as 09:00 horas, = 30 minutos, 500 g
desse material foi picotado em pedacos de aproximadamente 1 cm? e acondicionados em
baldo de vidro de 5 litros, sendo submetidas a extracdo com aparelho de Clevenger
(modificado a partir de GOTTLIEB, 1960), obtendo-se 2,5g de 6leo essencial, o qual foi

submetido a Cromatografia Gasosa, acoplada a Espectrometria de Massa — CG-MS.
3.3 Anélise do 6leo essencial por CG-EM

A anélise do Oleo foi realizada utilizando um Shimadzu CG/EM - série QP2010
(sistema CG/EM): coluna capilar Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um de espessura do filme),
0 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 digitalizagdo foi de 0,5 scan/seg de m/z 40 e 350. Relacgdo Split (1:200).
Volume injetado: 1 pL de [25 uL (6leo essencial) / 5 mL CHCI3] (1:200). Tempo de corte do
solvente = 2,5 min. O espectrébmetro de massas foi operado com 70 eV de energia de
ionizagdo. Os componentes individuais foram identificados por correspondéncia dos seus
espectros de massas com 0s da base de dados usando a biblioteca de espectro de massa NIST
08, indices de retencdo, e comparacdo com os dados publicados (ADAMS, 2001).
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3.4 Obtengéo do timol

O timol cristalizado foi gentilmente cedido pelo Laboratorio Synth, Sdo Paulo, Brasil.

3.5 Micro-organismos

Para os ensaios de atividade antifungica do 6leo essencial de L. sidoides e do timol,
foram utilizadas um total de 16 cepas de fungos leveduriformes. Da espécie C. albicans foram
utilizadas 08 cepas codificadas como: CA 12, CA 62, CA 77, CA 106, CA 108, CA 109, CA
111, CA 122. Da espécie C. tropicalis foram utilizadas 06 cepas: CT 06, CT 10, CT 14, CT
18, CT 20, CT 23. Todas isoladas de amostras bioldgicas e cedidas pelo Laboratorio de
Micologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB-PB). Foram usadas também duas cepas
de C. krusei, codificadas como CK LMBM 01 e CK LMBM 02 isoladas no Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri. As
linhagens foram mantidas em tubos de ensaio contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD)

inclinado, sob-refrigeracao (4 °C).

3.6 Meios de Cultura

Foram utilizados nos ensaios para avaliagdo da atividade antifingica o meio sélido
Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e o meio liquido Caldo Sabouraud Dextrose (CSD),
adquiridos da Difco® e preparados de acordo com as instruces do fabricante. O Agar-arroz
foi produzido segundo Sidrim e Rocha (2010), com &gua destilada e esterilizados em

autoclave, a 121 °C por 15 minutos.

3.7 Inbculo

Para o procedimento de preparacdo do inoculo dos fungos, primeiramente os isolados
foram cultivados em meio ASD inclinado a 37 °C por 24 h (overnight) (Figura 07).
Inicialmente foram preparadas suspensdes dos micro-organismos em tubos contendo 5 mL de
solucéo esteril (NaCl a 0,9%). Em seguida, essas suspensdes foram agitadas por 2 minutos
com auxilio do aparelho Vortex. Apos agitacdo, cada suspenséo teve sua turbidez comparada
e ajustada aquela apresentada pela suspensdo de sulfato de bario do tubo 0,5 da escala de

McFarland, a qual corresponde a um indculo de aproximadamente 10° Unidades Formadoras
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de Colonias/mL — UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991, HADACEK; GREGER, 2000;
SOUZA et al., 2007).

Figura 7. Fluxograma demonstrando a preparacdo do inoculo.
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Fonte: Autora.

3.8 Selecéo das cepas

O dleo essencial e o timol foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) fim de
obter uma solucao estoque na concentracdo de 10000 pug/mL. 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 pL do éleo diluido ou timol,
sendo levadas posteriormente a incubadora por 24 h. Apos isso foram feitas as medidas dos
halos de inibicdo. Os fungos cultivados com halos iguais ou maiores do que 6 mm foram
consideradas susceptiveis (Figura 8)(GEIDAM, 2007).
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Figura 8. Fluxograma demonstrando a técnica de difusdo em cavidades.
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Fonte: Autora.

3.9 Determinacao da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacgdo da CIM do 6leo essencial de L. sidoides e do timol foi realizada pela
técnica de microdiluicdo, 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 (Figura 9).

Para distribuicdo na placa de microdiluicdo foram preparados tubos eppendorf ®
contendo cada um deles com 1,5 mL de solu¢cdo contendo 1350 pL de CSD duplamente
concentrado e 150 uL da suspensdo fangica. A placa foi preenchida no sentido numérico
adicionando-se 100 pL desta solu¢do em cada pogo (placa de 96 pocos) e em seguida
procedendo-se a microdilui¢do seriada com a solug¢do de 100 uL. do produto natural, variando
nas concentragdes de 1024 a 1 ug/mL. As placas foram levadas a estufa por 24 h a 37 °C
(JAVADPOUR et al., 1996). A revelacdo da CIM foi feita pela observacdo da turbidez
provocada pelo crescimento. Foi definido a CIM para os produtos testados, como a menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento fangico verificado nos orificios,

quando comparado com o crescimento controle.
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Figura 9. Fluxograma demonstrando a determinagéo da concentracdo inibitéria minima (CIM)
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Fonte: Autora.

3.10 Determinagéo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

A concentragdo fungicida minima foi realizada a partir de cada inoculo do teste
anterior que ndo apresentou crescimento e os controles positivos (Figura 10). Uma alcada de
cada pogo, ou seja, dos pogos onde foram determinadas as CIMs, foi subcultivada em placas
de Agar Sabouraud Dextrose, devidamente identificadas. Ap6s 24 horas de incubagéo a 35 +
2 °C, realizou-se leitura, com a finalidade de observagdo do crescimento das coldnias. As
leituras das CFMs foram realizadas com base no crescimento dos controles, sendo
considerada CFM, a menor concentracdo da amostra que impediu crescimento visivel do
subcultivo (SHADOMY, ESPINELINGROFF e CARTWRIGHT, 1985).
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Figura 10. Fluxograma demonstrando a determinagdo da concentragdo fungicida minima (CFM)
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Fonte: Autora.

3.11 Efeito do Oleo essencial de Lippia sidoides Cham. e do Timol sobre a

micromorfologia de Candida

Para observacédo de alteragcdes morfologicas das cepas de Candida foi empregada a
técnica do microcultivo para leveduras, utilizando o meio &gar-arroz em camara Umida e esse
teste foi realizado em triplicata (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 emulsdes do
6leo essencial de L. sidoides e do Timol ao meio de cultura &gar-arroz, nas variadas
concentragOes dos produtos, no referido meio (CIM, CIM x 2)(Figura 11).

Foi depositado 2 mL de agar-arroz, associados aos produtos testes, nas respectivas
concentracdes, fundidos sobre uma lamina estéril, contida sobre um suporte (outra lamina)
dentro de uma placa de Petri (Figura 07). Apos solidificacdo do meio, foi semeada a levedura,
com auxilio de uma agulha em “L”, fazendo 02 estrias paralelas. As estrias foram cobertas
com laminulas esterilizadas. Para evitar ressecamento do meio, foi preparada uma camara
Umida, acrescentando 1 mL de agua destilada sobre um pedaco de papel filtro (3x3 cm) estéril
na placa, durante o periodo de incubacao.

Decorrido o tempo de incubacdo, cada preparacao foi examinada em microscopia, com
aumento de 40x, para a observacdo da formacdo ou ndo das estruturas caracteristicas das

leveduras, incluindo blastoconideos, pseudohifas, e clamidoconideos. Os microcultivos foram
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fotografados e caracterizados de acordo com a presenca das estruturas leveduriformes, as

quais Se encontravam presentes, ausentes ou raros.

Figura 10. Esquema da técnica de microcultivo
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Fonte: modificado a partir de Mendes, 2011.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho teve como resultado a producdo de um artigo que relata a
atividade antifangica do 6leo essencial de L. sidoides e do timol sobre cepas de Candida com
énfase em alteragdes na micromorfologia fungica.

As referencias utilizadas no artigo encontram-se ao final do artigo.

PRODUCAO

O artigo estd em fase de traducdo para posterior submissao.

4.1 Avaliacdo da atividade antifungica do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. e do timol

sobre cepas de Candida
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Avaliacéo da atividade antifungica do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. e do timol
sobre cepas de Candida

Dara I. V. Brito, Maria F. B. Morais-Braga, Francisco A. B. Cunha, Rosimeire S.
Albuquerque, Joara N. P. Carneiro, Mayron S. F. Lima, Nadghia F. Leite, Celestina E. S.
Souza, Jacqueline C. Andrade, Liscassia B. B. Alencar, Anne K. L. S. Lavor, Fernando G.
Figueredo, Luciene F. Lima, Henrique D. M. Coutinho*.

Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular da Universidade Regional do Cariri.
*hdmcoutinho@gmail.com

Resumo

O presente estudo avaliou a atividade antifungica do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham.
e do seu componente majoritario, o timol, sobre cepas de Candida através da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e de alteragdes
morfoldgicas das cepas produzidas pelo produtos testados. Primeiramente foi realizada uma
selecdo com 16 cepas fungicas pela técnica de difusdo em meio sélido, os melhores resultados
foram com as seguintes cepas: CK 01, CK 02, CA 62 e CT 20. A analise da composicédo
quimica do 6leo foi realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM), apresentando o timol como componente majoritario. Outros constituintes quimicos
como carvacrol, p-pineno, 1,8 cineol, y-terpineno, éter metil carvacrol e B-cariofileno foram
encontrados. A CIM do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. (OELS), frente as cepas
variou entre 64 e 256 pg/mL. A CIM do timol variou entre 32 e 64 pg/mL. A CFM do OELS
variou entre 128 e 512 ug/mL, para o timol foram encontrados valores entre 64 e 128 pg/mL.
Em relacdo a micromorfologia, quando utilizado o OELS, nas cepas CK 01 e CT 20, a
presenca de pseudohifas foi considerada ausente. Quando utilizado o timol, a presenca de
pseudohifas foi considerada ausente nas cepas CK 01 e CA 62, ocorrendo uma reducgédo da
morfogénese na cepa CT 20. Estes dados sdo promissores e poderdo incentivar futuras
pesquisas sobre os aspectos fitoquimicos, toxicoldgicos e farmacoldgicos tanto do 6leo
essencial de Lippia sidoides como também de seus componentes quimicos.

Palavras-chaves: Concentracdo Fungicida Minima (CFM), Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), micromorfologia fangica.

Evaluation of antifungal activity of essential oil from Lippia sidoides Cham. and thymol
on strains of Candida.

Abstract

The present study evaluated the antifungal activity of the essential oil of Lippia sidoides
Cham. and its major component, thymol on Candida strains through the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC) and morphological
changes of the strains produced by the tested products. First a selection of 16 fungal strains by
diffusion technique was performed on solid medium, the best results were with the following
strains: CK 01, CK 02, CA 62 and CT 20. The chemical composition of the oil was performed
by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), with thymol as the major
component. Other chemical constituents such as carvacrol, p-pinene, 1,8 cineole, y—terpinene,
methyl carvacrol and B-caryophyllene were found. The MIC of the essential oil of Lippia
sidoides Cham. (OELS) against the strains ranged between 64 and 256 pg/mL. The MIC of
thymol ranged between 32 and 64 pg/mL. MFC the OELS varied between 128 and 512
pg/mL, thymol were found to values between 64 and 128 pg/mL. Regarding
micromorphology when OELS used in CT strains CK 01 and CT 20, the presence of
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pseudohyphae was regarded as absent. When used thymol, the presence of pseudohyphae was
regarded as absent in strains CA CK 01 and 62, causing a reduction in the morphogenesis of
strain CT 20. These data are promising and may encourage future research on aspects
phytochemical, pharmacological and toxicological both the essential oil of Lippia sidoides as
well as their chemical components.

Keywords: Minimum Fungicidal Concentration (MFC), Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), fungal micromorphology.

Introducéo

Nas infeccdes fungicas, as leveduras do género Candida sdo as mais comuns
causadoras de micoses superficiais ou invasivas em seres humanos (DIGNANI, SOLOMKIN
E ANISSIE, 2003). As espécies de Candida colonizam as mucosas de todos 0s seres humanos
durante ou ap0s 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,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida guilliermondii e
Candida dubliniensis (MITCHELL, 2009).

Lippia sidoides Cham., conhecida popularmente como alecrim-pimenta, alecrim-do-
nordeste e estrepa-cavalo, pertencente a familia Verbenaceae, € um arbusto caducifélio, ereto,
bastante ramificado e quebradico, de 2-3 m de altura, préprio da vegetacdo do semi-arido
nordestino do Brasil (LORENZI & MATQOS, 2002). O 6leo 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 determinagfes (LEAL et al, 2003). S&o nas folhas
que se encontra até 4,5% de 6leo sendo o timol responsavel por seu cheiro caracteristico
(MATOS, 2002).

Os 6leos essenciais sdo compostos volateis naturais, possuem como caracteristica forte
odor e sdo produzidos por plantas aromaticas a partir do metabolismo secundério e contém de
20 a 60 constituintes em diversas concentracdes. Sdo conhecidos pela fragrancia e por
possuirem propriedades fungicidas, bactericidas, antivirais e medicinais, podendo ser
empregados como antimicrobianos, analgésicos, sedativos e anti-inflamatérios (BAKKALL,
2008).

Diversos estudos tém evidenciado o efeito de compostos isolados, extraidos a partir de
6leos 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
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hidrocarbonetos terpénicos, fendis, alcodis simples, éteres, ésteres, aldeidos, &cidos orgénicos,
cetonas, lactonas, cumarinas, até compostos contendo nitrogénio e enxofre (SIMOES et al.,
2004).

Diante destas consideracdes, o0 presente estudo teve como finalidade avaliar a
atividade antifungica, in vitro, do dleo essencial de Lippia sidoides Cham. (alecrim-pimenta) e
do timol frente a cepas de Candida com énfase na acdo dessas substancias sobre a

micromorfologia fungica.

Materiais e métodos

Selecdo 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
preparacao da exsicata, que foi depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima,

da Universidade Regional do Cariri - URCA, sob 0 nimero de herbario 8096.

Extracdo de Oleo Essencial

Folhas de Lippia sidoides Cham. foram coletadas as 09:00 horas, = 30 minutos, 500 g
desse material foi picotado em pedacos de aproximadamente 1 cm? e acondicionados em
baldo de vidro de 5 litros, sendo submetidas a extracdo com aparelho de Clevenger
(modificado a partir de GOTTLIEB, 1960), obtendo-se 2,5g de 6leo essencial, o qual foi
submetido a Cromatografia Gasosa, acoplada a Espectrometria de Massa — CG-MS.

Analise do 06leo essencial por CG-EM

A anélise do 6leo 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),
0 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
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min). Velocidade de digitalizagdo foi de 0,5 scan/seg de m/z 40 e 350. Relacgdo Split (1:200).
Volume injetado: 1 pL de [25 pL (6leo essencial) / 5 mL CHCI3] (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 retengdo, e comparacdo com os dados publicados (ADAMS, 2001).
Obtencéo do timol

O timol cristalizado foi gentilmente cedido pelo Laboratério Synth, Sdo Paulo, Brasil.
Micro-organismos

Para os ensaios de atividade antifungica do 6leo essencial de L. sidoides e do timol,
foram utilizadas um total de 16 cepas de fungos leveduriformes. Da espécie C. albicans foram
utilizadas 08 cepas codificadas como: CA 12, CA 62, CA 77, CA 106, CA 108, CA 109, CA
111, CA 122. Da espécie C. tropicalis foram utilizadas 06 cepas: CT 06, CT 10, CT 14, CT
18, CT 20, CT 23. Todas isoladas de amostras bioldgicas e cedidas pelo Laboratério de
Micologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB-PB). Foram usadas também duas cepas
de C. krusei, codificadas como CK LMBM 01 e CK LMBM 02 isoladas no Laboratorio de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri. As
linhagens foram mantidas em tubos de ensaio contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD)
inclinado, sob-refrigeracao (4 °C).

Meios de Cultura

Foram utilizados nos ensaios para avaliacdo da atividade antifingica o meio solido
Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e o meio liquido Caldo Sabouraud Dextrose (CSD),
adquiridos da Difco® e preparados de acordo com as instrucdes do fabricante. O Agar-arroz
foi produzido segundo Sidrim e Rocha (2010), com agua destilada e esterilizados em

autoclave, a 121 °C por 15 minutos.



44

In6culo

Para o procedimento de preparacao do inoculo 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 solucdo estéril
(NaCl a 0,9%). Em seguida, essas suspensdes foram agitadas por 2 minutos com auxilio do
aparelho Vortex. ApoOs agitacdo, cada suspensdo teve sua turbidez comparada e ajustada
aquela apresentada pela suspensédo de sulfato de bario do tubo 0,5 da escala de McFarland, a
qual corresponde a um indculo de aproximadamente 10° Unidades Formadoras de
Colonias/mL — UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000;
SOUZA et al., 2007).

Selecao das cepas

O dleo essencial e o timol foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) fim de
obter uma solucao estoque na concentracdo de 10000 pug/mL. 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,
sendo levadas posteriormente a incubadora por 24 h. Apos isso foram feitas as medidas dos
halos de inibicdo. Os fungos cultivados com halos iguais ou maiores do que 6 mm foram
consideradas susceptiveis (GEIDAM, 2007).

Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM do 6leo essencial de L. sidoides e do timol foi realizada pela
técnica de microdiluicdo, 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.

Para distribuicdo na placa de microdiluicdo foram preparados tubos eppendorf ®
contendo cada um deles com 1,5 mL de solugdo contendo 1350 puL de CSD duplamente
concentrado e 150 pL da suspensdo fungica. A placa foi preenchida no sentido numérico
adicionando-se 100 pL desta solugdo em cada pogo (placa de 96 pogos) e em seguida

procedendo-se a microdilui¢ao seriada com a solu¢do de 100 uL do produto natural, variando
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nas concentragoes de 1024 a 1 ug/mL. As placas foram levadas a estufa por 24 h a 37 °C
(JAVADPOUR et al., 1996). A revelacdo da CIM foi feita pela observacdo da turbidez
provocada pelo crescimento. Sera definido a CIM para os produtos testados, como a menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento fungico verificado nos orificios,

quando comparado com o crescimento controle.

Determinacéo da Concentracédo Fungicida Minima (CFM)

A concentragdo fungicida minima foi realizada a partir de cada indculo do teste
anterior que ndo apresentou crescimento e os controles positivos. Uma algada de cada poco,
ou seja, dos pocos onde foram determinadas as CIMs, foi subcultivada em placas de Agar
Sabouraud Dextrose, devidamente identificadas. Apds 24 horas de incubacdo a 35 + 2 °C,
realizou-se leitura, com a finalidade de observacdo do crescimento das col6nias. As leituras
das CFMs foram realizadas com base no crescimento dos controles, sendo considerada CFM,
a menor concentracdo da amostra que impediu crescimento visivel do subcultivo
(SHADOMY, ESPINELINGROFF e CARTWRIGHT, 1985).

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

Para observacdo de alteracdes morfoldgicas das cepas de Candida foi empregada a
técnica do microcultivo para leveduras, utilizando o meio &gar-arroz em camara Umida e esse
teste foi realizado em triplicata (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 emulsbes do
6leo essencial de L. sidoides e do Timol ao meio de cultura &gar-arroz, nas variadas
concentragOes dos produtos, no referido meio (CIM, CIM x 2).

Foi depositado 2 mL de agar-arroz, associados aos produtos testes, nas respectivas
concentracdes, fundidos sobre uma lamina estéril, contida sobre um suporte (outra lamina)
dentro de uma placa de Petri. Apos solidificacdo do meio, foi semeada a levedura, com
auxilio de uma agulha em “L”, fazendo 02 estrias paralelas. As estrias foram cobertas com
laminulas esterilizadas. Para evitar ressecamento do meio, foi preparada uma camara Umida,
acrescentando 1 mL de &gua destilada sobre um pedaco de papel filtro (3x3 cm) estéril na

placa, durante o periodo de incubacao.
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Decorrido o tempo de incubacdo, cada preparacao foi examinada em microscopia, com
aumento de 40x, para a observacdo da formacdo ou ndo das estruturas caracteristicas das
leveduras, incluindo blastoconideos, pseudohifas, e clamidoconideos. Os microcultivos foram
fotografados e caracterizados de acordo com a presenca das estruturas leveduriformes, as

quais se encontravam presentes, ausentes ou raros.

Resultados

Na selecdo das cepas realizada, pelo método de difusdo por cavidade, com as 16 cepas
foram obtidos halos com variagdo entre 5 e 9 mm para 0 OELS. As cepas que apresentaram
melhores resultados foram: CK 01, CK 02, CA 62, CT 20, com as quais foram realizados 0s

demais testes.

Tabela 1. Halos de inibicdo do DMSO e do 6leo essencial Lippia sidoides Cham. sobre as

linhagens.

Halos de inibigdo (mm)
LINHAGEM DMSO OELS

CALM12 0 5
CA LM 62 1 6
CALM 77 2 5
CALM 106 0 6
CA LM 108 2 5
CA LM 109 2 5
CA LM 111 0 5
CA LM 122 1 5
CT LM 06 1 5
CTLM10 0 5
CTLM14 0 5
CTLM 18 2 5
CT LM 20 1 5
CT LM 23 1 5
CK LMBM 01 2 6
CK LMBM 02 2 9

OELS - 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. CK — Candida krusei; CA - Candida
albicans; CT — Candida tropicalis.
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A CIM do o6leo essencial de L. sidoides (OELS), frente as cepas variou entre 64 e
256pg/mL, enquanto a CIM do timol variou entre 32 e 64 ng/mL (Tabela 02). Foi realizada a
Concentracdo Fungicida Minima (CFM) para confirmar a atividade do 6leo e do timol. Esse
ensaio foi considerado um teste confirmatorio para a visualizagdo do crescimento ou ndo das
cepas. A CFM do OELS apresentou valores entre 256 e 512 pug/mL e para o timol, os valores
ficaram entre 64 e 128 pug/mL, como pode ser visto na tabela 2. Os resultados obtidos indicam

que tanto o OELS quanto o timol sdo produtos com boa atividade antifingica.

Tabela 2. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM)
do 6leo essencial Lippia sidoides Cham. e do timol.
MICRO-ORGANISMOS

CKO01 CK 02 CA 62 CT 20
CIM CFM CIM CFM  CIM CFM CIM CFM
OELS 128 256 64 128 256 512 128 256
TIMOL 32 64 32 64 64 128 32 64

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

A Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) realizada com
0 0Oleo essencial obtido das folhas de L. sidoides revelou os compostos quimicos apresentados
na tabela 3, apresentando como componente majoritario, o timol. No cromatograma (Figura 1)

podem-se observar os picos dos compostos encontrados.

Figura. 1: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Lippia sidoides Cham.
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Tabela 3. Composi¢do 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

[ — cariofileno 15.1 1418 1439 1.17
TOTAL 97.86

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

A técnica do microcultivo para fungos foi empregada na determinacéo do efeito sobre
a morfologia das amostras de Candida, utilizando-se 0 meio sélido agar-arroz em camera
Umida. Ao meio de cultura agar-arroz, foram adicionadas as emulsdes do 6leo essencial nas
concentracdes correspondentes a CIM e CIM x 2. O controle de crescimento e um controle de
DMSO também foram realizados.

Em relacdo a interferéncia do 6leo essencial sobre a micromorfologia fangica, 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. Contudo, as cepas CK 01 e CT 20 quando
cultivadas em meio de cultura acrescido do OELS apresentaram alteracfes morfoldgicas, ndo
tendo sido registrada a presenca de pseudohifas, conforme visualizado na Figura 2. As
alteracdes foram bastante semelhantes em todas as concentragdes, entretanto pode-se observar
um efeito de inibicdo diretamente proporcional a concentracéo.

As cepas CK 01 e CA 62 quando cultivadas em meio de cultura acrescido do timol
apresentaram alteracdes morfoldgicas em todas as concentracdes ensaiadas, ndo havendo
registro de pseudohifas, como pode ser observado na Figura 3.

A cepa CT 20 quando cultivada na presenca do timol sofreu uma redugdo no processo
de morfogénese, diminuindo a emisséo de brotos, quando utilizada a concentragdo CIM x 2
(Figura 3).
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Figura 2. Fotos da micromorfologia dos fungos CK 01(C. krusei) e CT 20 (C.tropicalis) cultivados em meio Agar-arroz em cadmara Umida. OELS:6leo essencial de L. sidoides

Crescimento DMSO CIM do OELS CIMx2 do OELS

CK
01

CT 20
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Figura 3. Fotos da micromorfologia dos fungos CK 01(C. krusei), CA 62 (C. albicans) e CT 20 (C.tropicalis) cultivados em meio Agar-arroz em camara Umida.

Controle Crescimento Controle DMSO CIM do timol CIM x2 do timol
CKOl - -

CA62

CT 20
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Discussao

O oleo essencial de L. sidoides apresentou atividade antifingica contra cepas de
Candida spp. e Microsporum canis em ensaios realizados por Fontenelle et al. (2007). Uma
atividade elevada e mais ampla contra bactérias e fungos, incluindo leveduras, dermatofitos e
fungos ndo dermatofitos foi relatada por Lemos et al. (1990). Um estudo comparativo sobre
atividade antimicrobiana do dleo essencial e seus componentes majoritarios, 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, demonstrou que 0s trés compostos exibiram atividade
antibacteriana e antifungica, sendo os melhores resultados atribuidos ao timol e ao carvacrol
(BOTELHO, 2007). O mesmo aconteceu no presente estudo onde observamos melhores
resultados com o uso do timol. Em vérias anélises o timol tem sido reconhecido como o
composto majoritario e pesquisas indicam que este pode estar relacionado com a propriedade
antibacteriana e antifangica do dleo essencial de L. sidoides (MATOS; OLIVEIRA, 1998).

Anadlises 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, y-elemeno
(MATOS; OLIVEIRA, 1998; LEAL et al, 2003). Vérios desses constituintes foram
identificados na Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas realizada com o
OELS.

A atividade dos 0leos 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
coagulacdo, alem de inibir a respiracdo celular (COX et al., 2001). A acdo de 6leos essenciais
contra fungos pode ser observada por meio das alteragdes morfolégicas, que podem ser
visualizadas tanto macroscopicamente como microscopicamente (KALEMBA; KUNICKA,
2003).

Segundo critérios propostos por Sartoratto et al (2004), os 6leos 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 pg/mL é
considerado com atividade fraca. Sendo assim o 6leo essencial de Lippia sidoides e o timol
podem ser considerados como produtos naturais de forte atividade antimicrobiana.

O oleo essencial obtido das folhas de L. sidoides exibe rendimento bastante variavel,

algumas vezes podendo chegar proximo a 6%, e possui como caracteristicas sabor fortemente
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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 concentragcbes menores, entre eles, f3-
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 identificados no OELS.

A formacéo 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 eliminacdo no tecido epitelial. Mudancas morfolégicas estdo agregadas a
patogenicidade do micro-organismo, e acredita-se que fatores ambientais possam alterar o
estado fisiologico das leveduras comensais, induzindo alteragdes morfogenéticas que resultam
na formacdo de micélio, o qual estd associado com a evolucdo dos estados patologicos
(ROMANI; BISTONI; PUCCETTI, 2003; WHITEWAY; OBERHOLZER, 2004). Essas
mudancas causam implicacBes na patogénese e no diagndstico das infeccBes causadas por
esses micro-organismos, e ocorrem tanto in vivo quanto in vitro. Nos testes in vitro, a forma
micelial ou de pseudo-micélio, e influenciada por fatores ambientais. O dismorfismo de
fungos do género Candida spp foi observado em infecgdes ativas, com predominancia da
forma blastosporica (leveduriforme), estas formas estdo associadas com a colonizacao inicial
ao passo que a forma micelial (pseudohifas) encontra-se associada com a invasdo do fungo
(LO et al., 1997, ROMANI et al., 2003). Portanto, alteragdes na micromorfologia, como a
inibicdo da formacdo de pseudohifas que ocorreram com o uso do OELS e do timol, séo
importantes para impedir o crescimento, a viabilidade e principalmente a viruléncia dos
fungos.

Alteracdes na morfologia da célula fangica causadas por 6leos essenciais podem estar
relacionadas com a interferéncia dos seus constituintes quimicos sobre enzimas responsaveis
pela biossintese ou manutencdo da parede celular, afetando o crescimento e morfogénese
fangica (ZAMBONELLI et al., 1996; DEBILLERBECK et al., 2001). Tanto o OELS quanto
o timol provocaram inibicdo da formacdo de pseudohifas, que sdo fatores de viruléncia
importantes no desenvolvimento das candidiases, sendo o efeito de inibi¢do diretamente
proporcional a concentra¢do. Dessa maneira, na cepa CK 01, a inibi¢do pode ter sido devido
ao timol, que isoladamente, conseguiu impedir a formacdo das pseudohifas. Entretanto para a

cepa CT 20, algum outro fitoconstituinte do 6leo foi responsavel pela agdo antifingica, uma
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vez que nédo foi observada a mesma atividade no ensaio com o timol. Em relagéo a cepa CA
62, enquanto o timol conseguiu inibir a formacdo das pseudohifas, 0 OELS ndo apresentou
nenhum efeito sobre esta, sugerindo que possivelmente algum outro fitoconstituinte presente

no 6leo tenha interagido com o timol e modificado o seu potencial de acéo antifungica.

Concluséao

O oleo essencial obtido das folhas de L. sidoides apresentou valores para CIM com
relevancia clinica para todas as cepas estudadas, assim como 0 seu componente majoritario, o
timol, ambos causando alteragdes morfoldgicas nas células fungicas, provocando inibi¢do ou
reducdo de seus fatores de viruléncia. Outros estudos serdo necessarios no sentido de
investigar o mecanismo de acdo destes produtos naturais sobre a morfologia das leveduras do

género Candida.
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5 CONCLUSOES

A composicao quimica do 6leo essencial das folhas de L. sidoides possui o timol como
componente majoritario que estd em conformidade com outros trabalhos relatados para essa
espécie.

Quando realizada a determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), o dleo
essencial de L. sidoides e o timol apresentaram atividade antifingica clinicamente relevante
frente todas as cepas de Candida testadas neste estudo, no entanto, o timol apresentou
melhores resultados.

A determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi realizada para
confirmacdo da atividade do 6leo essencial de L. sidoides e do timol. Os resultados obtidos
indicam que tanto 6leo essencial de L. sidoides quanto o timol sdo produtos com boa atividade
antifungica.

Em relacéo a interferéncia do 6leo essencial sobre a micromorfologia fungica, tanto o
6leo essencial de L. sidoides quanto o timol provocaram inibicdo da formacéo de pseudohifas,
que sao fatores de viruléncia importantes no desenvolvimento das candidiases.

A cepa CK 01 quando cultivada em meio de cultura acrescido do 6leo essencial de L.
sidoides, apresentou alteragcbes morfoldgicas, ndo tendo sido registrada a presenga de
pseudohifas, 0 mesmo ocorreu quando utilizado o timol, dessa maneira a inibicdo pode ser
devido ao timol, que isoladamente, conseguiu impedir a formacéo das pseudohifas, Entretanto
para a cepa CT 20, algum outro fitoconstituinte do 6leo foi responsavel pela acdo antifingica,
uma vez que ndo foi observada a mesma atividade no ensaio com o timol.

Em relacdo a cepa CA 62, enquanto o timol conseguiu inibir a formacgdo das
pseudohifas, o Oleo essencial de L. sidoides ndo apresentou nenhum efeito sobre esta,
sugerindo que possivelmente algum outro fitoconstituinte presente no 6leo tenha interagido
com o timol e modificado o seu potencial de acéo antifingica.

Enfim, o timol é capaz de causar alterar a micromorfologia fangica, mas alteragdes
micromorfoldgicas causadas pelo 6leo essencial de L. sidoides sobre as cepas flngicas, ndo

podem ser atribuidas diretamente ao timol.
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RESUMO

IntroducSo: as doencas negligenciadas persistem por conta de falhas da dénca e
acometem principalmente paises em desenvolvimento, como exemplos podemos citar
a doenca de Chagas e a keishmaniose.

Objetivo: avaliar o potencial antiparasitario in vitro de um terpendide componente de
dleo essencial, o cariofilena e o eugenol, contra as formas epimastigota e
promastigota de T. cruzi e L. brasifiensis, respectivaments, bem como verificar sua
citotoxicidade em células de mamiferos.

Métodos: para os estudos in witro de T. cruzi, fol usado o cdone B5-CL, estavelmente
transfectadas com o gene de Escherichia coll B-galactosidase (lacZ). Os ensaios de
inibic30 de promastigotas foram realizadas utilizando a estirpe de L. braziliensis,
cultivadas a 22 %C em meio de Schneider de Drosophila suplementado com FBS a

20 %. Para os testes de atividade antiepimastigota, antipromastigota foram utilizados
placas de 96 pogos com culturas que ndo tinham atingido a fase estaciondria. Os
ensaios de citotoxicidade utilizado estirpe de fibroblastos MCTC929 cultivadas em Meio
Essencial Minimo (Sigma). A viabilidade dessas linhagens atraves da utilizacdo de
resazurina como um meétodo colorimetrico.
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Resumo: Objetivo: Avaliar o potencial antifingico e modulador de farmacos comerciais
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ANEXO 7 — Boletim analitico de timol cristalizado

FAB.: 03/04/2012

DEFARTAMENTO DE CONTROLE
DE QUALIDADE VAL: O03/04/2015

BOLETIM ANALITICO

FRODUTO : TIMOL P.A

Qm_@m;% _ln_mum CHuO PM.: 15022
TESTES LIMITES RESULTADOS
o1 B
CARACTERISTICAS Cristal vitreo, branco De acordo"
02 PONTO DE FUSAO 48=51°C 8 50,5°C
03 RESIDUO NAO VOLATIL max. 0,05% 0,004%
04 TEOR 99,0~ 101,0% - 100;15%
J 59
e -~
-
N ;‘
DATA EMISSAO ANALISTA RESPONSAVEL RESULTADO
04/04/2012 Giovana Eilda Morelli APROVADO

CERTIFICADO EMITIDO VIA SISTEMA INTEGRADO COM APROVAGAO ELETRONICA
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