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Atividade antifungica e antiaderente do oleo
essencial de Rosmarinus officinalis sobre Candida

Antifungal and antiadherent activity of the essential
oil from Rosmarinus officinalis on Candida

Yuri Wanderley Cavalcanti!, Leopoldina de Fatima Dantas de Almeida?, Wilton Wilney Nascimento
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade antifungica e antiaderente do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis
(Alecrim) sobre Candida albicans (ATCC289065) e C. tropicalis (ATCC40042). Materiais e Métodos:
Determinou-se a atividade antifingica pela Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida
Minima (CFM), obtidas através das técnicas de microdilui¢do e de esgotamento, respectivamente. Os
produtos foram avaliados da concentracdo inicial de 72mg/mL até 0,5625mg/mL. A atividade antiaderente
foi avaliada segundo as concentra¢des CIM, 2CIM e 4CIM. Em tubos de vidro estéreis, foram adicionados: 1
corpo de prova de resina acrilica estéril; 2mL de Caldo Sabouraud-Dextrose estéril; 0,2mL do inoculo fingico
e 2mL do 6leo essencial de R. officinalis nas concentragdes testadas, ou agua destilada estéril (Controle de
Crescimento), ou nistatina (100.000UI/mL — Controle Positivo). Os produtos testados foram adicionados em
duas condicdes: junto aos demais componentes do dispositivo de aderéncia (t=0h); e apds 24h da inser¢do
desses componentes (t=24h). Os microrganismos que aderiram aos corpos de prova foram dispersos, diluidos
10 e 100 vezes em agua destilada estéril e transferidos, em triplicata, para placas de agar Sabouraud Dextrose
4%. Ap0s 48 horas de incubagdo a 37°C, o numero de Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/
mL) foi determinada para cada espécime. Aplicaram-se os testes Mann Whitney ¢ ANOVA (pés-testes de
Tukey e Dunnet). Resultados: A CIM e CFM foram determinadas na concentragdo 0,5625mg/mL. Quando
comparado ao controle de crescimento, o 6leo essencial de R. officinalis provocou inibicdo da aderéncia
em todas as concentragdes testadas, porém com efeito inferior a nistatina. Observou-se maior atividade
antiaderente para t=24h (p<0,001) e maior concentragdo do produto natural (p<0,05). Conclusiao: O dleo
essencial de R. officinalis exerceu atividade antifungica e antiaderente sobre C. albicans e C. tropicalis.
Melhor desempenho foi observado para concentragdo 2,25mg/mL (4CIM) do 6leo essencial de R. officinalis.
Descritores: Oleos volateis. Produtos biologicos. Candidiase bucal. Produtos com agio antimicrobiana.

INTRODUCAO

A candidiase bucal é uma das infecgdes
humanas de natureza flngica mais comum;
sendo descrita como uma infec¢do oportunista,
frequentemente envolvida com a alteracdo da
microbiota bucal, doengas sistémicas e reducdo da
imunidade do hospedeiro'. Entre as cepas envolvidas
com o desenvolvimento da candidiase bucal, a
Candida albicans é a espécie mais prevalente e de
maior patogenicidade'?. C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis e C. guilliermondii também fazem parte
do curso da doenga e, junto a C. albicans, chegam a
representar mais de 80% dos isolados clinicos'.

Segundo Rex et al.* e Khan et al.*, as espécies
de Candida t€m se mostrado resistentes diante da
utilizacdo de alguns medicamentos antiflingicos
sintéticos. Com o objetivo de identificar substancias
alternativas ao uso de medicamentos tradicionais,
foram desenvolvidos estudos sobre a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais®”.

Desta forma, a busca de produtos naturais
que apresentem uma agdo antifungica eficiente
frente a microrganismos resistentes se mostra uma
alternativa necessaria para o controle da candidiase
bucal®®. A atividade fungiostatica do 6leo essencial
de Rosmarinus officinalis (Alecrim) foi apontada
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por Lima et al®, Fontenelle et al” e Pozzatti et
al®, os quais empregaram diferentes técnicas.
Segundo Fontenelle et al’, o 6leo essencial de R.
officinalis apresenta atividade antifingica sobre
Candida em baixas concentragdes. Porém, ndo
foram identificados estudos sobre a atividade
antiaderente deste produto natural. Assim, verifica-
se a necessidade de aprofundar as investigacdes
sobre a atividade antifiingica desses produtos, com o
objetivo de justificar e validar o uso clinico dos 6leos
essenciais.

Esta pesquisa se justifica pela necessidade
de produzir novas informagdes sobre os efeitos
fungiostatico, fungicida e antiaderente dos Oleos
essenciais sobre Candida. O objetivo deste estudo
foi avaliar a atividade antifingica e antiaderente do
oleo essencial de Rosmarinus officinalis (Alecrim)
sobre Candida albicans e Candida tropicalis.

MATERIAIS E METODOS

Realizou-se um estudo de abordagem
indutiva, com procedimento comparativo descritivo
e técnica de documentagio direta em laboratério'.

Microrganismos utilizados

As cepas de referéncia utilizadas no estudo
foram Candida albicans (ATCC 289065) e C.
tropicalis (ATCC 40042). Os microrganismos foram
obtidos do Laboratério de Materiais de Referéncia
do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Satde (Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio
de Janeiro - RJ, Brasil). As cepas foram reativadas
em Caldo Sabouraud-Dextrose (DIFCO®, Detroit,
Michigan, EUA), a 37°C e estocadas em Agar
Sabouraud-Dextrose 4% (DIFCO®, Detroit,
Michigan, EUA) no Laboratério de Microbiologia
Oral — Nucleo de Medicina Tropical do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
da Paraiba. Para condu¢do do estudo, suspensdes
fingicas dos microrganismos foram preparadas
em solugdo salina, sob a concentracdo 1,5x10°
microrganismos/mL, equivalente ao tubo 10° da
Escala de MacFarland.

Produtos testados

Para avaliacdo antiaderente in vitro foi
utilizado o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis
(alecrim), obtido da empresa Ferquima® (Ind. e
Com. Ltda. Vargem Grande Paulista-SP, Brasil),
a qual cedeu Laudo Técnico com especificagdes.
Utilizou-se o lote 141 do O6leo essencial de R.
officinalis (Alecrim), isento de impurezas, oriundo
da Tunisia e com densidade 0,912g/mL (20°C). Os
principais componentes identificados foram 1,8
Cineol, limoneno, para-cimeno, a-pineno ¢ Canfora.

Confeccio dos corpos de prova

Para montagem dos dispositivos de aderéncia
fingica, foram confeccionados corpos de prova de
resina acrilica incolor quimicamente polimerizavel
(Vipi  Flash, VIPI Produtos Odontologicos
Ltda., Pirassununga-SP, Brasil), com dimensodes
10x10x5mm. Os espécimes foram preparados de
acordo com as instru¢des do fabricante (temperatura
de 25°C, em igual proporgdo de p6 e liquido, sem
incorporagdo de bolhas de ar), e posteriormente
imersos em agua destilada por 24h, a 37°C, para
liberagdo de mondmero residual. As superficies dos
corpos de prova foram submetidas ao acabamento
e polimento com lixas d’agua de granulagdo 200,
400 e 600 (3M-ESPE, Campinas-SP, Brasil) e
posteriormente limpas com aparelho ultra-sonico.
Todos os espécimes foram armazenados em tubo
de vidro com agua destilada e esterilizados em
autoclave (121°C durante 20 minutos) para posterior
utilizacdo.

Ensaio da avaliacao antifingica de R. officinalis
sobre C. albicans e C. tropicalis

O ¢leo essencial utilizado neste estudo foi
inicialmente diluido em agua destilada estéril e
Tween 80 (Farmaférmula Farmacia de Manipulagao,
Jodo Pessoa-PB, Brasil), obtendo-se a concentragao
16%, considerada a solucdo-padrdo inicial para
todos os produtos avaliados. Para obtencdo dessas
dilui¢cdes, considerou-se a densidade do produto
igual a 0,9 g/mL, conforme especificagcdes do
fornecedor. Utilizou-se o método de dilui¢ao descrito
por Lima ef al.® e Aligiannis et al."' e, no qual foram
adicionados em tubos de vidro estéril: 0,8 mL do
6leo essencial; 0,05 mL de Tween 80; e 4,2 mL de
agua destilada estéril. O conjunto foi agitado durante
5 minutos em aparelho agitador de solugdes tipo
Vortex (Mod. AP56, Phoenix, Araraquara-SP, Brasil)
e a concentragdo final obtida foi de 16%, equivalente
a 144 mg/mL. Para avaliacio da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM), os 6leos essenciais foram
diluidos de forma seriada, mediante emprego da
técnica da microdiluigao®!!.

A determinacdo da CIM foi realizada em
placas de microdilui¢ao com 96 pocos (ALAMAR®,
Diadema, Sao Paulo, Brasil), dispostos em 12
colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Cada uma dessas
placas destinou-se a analise de um microrganismo.
Em cada um dos pogos das placas de microdilui¢do
foram inseridos 100uL de caldo Sabouraud-Dextrose
duplamente concentrado. Em seguida, inseriu-se
100puL da emulsdo do 6leo essencial de R. officinalis,
obtendo-se a concentragdo inicial de 8% (72 mg/
mL) na primeira linha da placa de microdiluigao®'".
As concentragdes subseqiientes dos 6leos essenciais
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foram obtidas apos diluicdo seriada dos produtos
naturais na placa de microdilui¢ao, partindo-se da
concentragdo inicial de 8% (Linha A) até 0,0625%
(Linha H), pela transferéncia de 100uL do contetido
ao poco subseqiiente!!. Para os pogos da linha H,
foram dispensados 100uL do conteudo, de modo a
igualar o volume total dos pogos.

De modo a validar a metodologia empregada
neste estudo, empregou-se o Controle Positivo
(nistatina - suspensdo comercial - 100.000 Ul/mL);
o Controle de Crescimento (suspensdo fingica em
desenvolvimento, sem adicdo de antiflingicos); € o
Controle de Esterilidade (Meio de cultura estéril,
sem adigdo de antifungicos ou suspensdes de
microrganismos)

Posteriormente, foram inseridos 10ulL da
suspensdo fungica de C. albicans ou de C. tropicalis
(1,5x10° microrganismos/mL) em todos os pogos,
exceto a coluna correspondente ao Controle de
Esterilidade. As placas foram incubadas em estufa
bacteriologica a 37°, por 48h. A CIM correspondeu
a ultima diluicdo dos o6leos essenciais na qual ndo
foi verificada a presenga de precipitado fingico
ou turvacdo no meio de cultura apés o periodo de
incubacgao®!!.

A Concentragdo  Fungicida  Minima
(CFM) foi obtida por meio da semeadura, em
Agar Sabouraud-Dextrose, de aliquotas de 10uL
das diluigdes correspondentes a CIM e duas
imediatamente anteriores (2CIM e 4CIM)®°. Apds a
semeadura dos conteidos dos pogos das placas de
microdiluicdo, as placas de petri foram incubadas
em estufa bacteriologica a 37°, por 24h. A CFM
foi considerada a menor concentragdo substancia
que impediu o crescimento visivel do subcultivo
ou a formacdo de até trés Unidades Formadoras de
Colénia (UFC)%. Os ensaios para determinagdo da
CIM e CFM foram realizados em triplicata.

Ensaio da avaliacio antiaderente de R. officinalis
sobre C. albicans e C. tropicalis

A atividade antiaderente do 6leo essencial
de R. officinalis sobre C. albicans ¢ C. tropicalis foi
avaliada separadamente, segundo a técnica descrita
por Carreto et al.'2. O 6leo essencial de R. officinalis
foi avaliado nas concentragdes correspondentes
a CIM e duas imediatamente superiores (2CIM e
4CIM). Em tubos de vidro estéril foram adicionados:
um corpo de prova de resina acrilica estéril; 0,2mL da
suspensao fungica de C. albicans ou de C. tropicalis;
2mL de Caldo Sabouraud-Dextrose estéril; 2mL da
dilui¢do do oleo essencial de R. officinalis ou agua
destilada estéril (controle de crescimento) ou nistatina
100.000UI/mL (controle positivo)'%. Os tubos foram
tampados e incubados em estufa bacteriologica a

37°C por 48h. O controle de esterilidade do meio
de cultura e dos corpos de prova foi verificado pela
auséncia de turvacao do meio nos tubos sem a adi¢ao
do inoculo e dos produtos testados.

A atividade antiaderente do 6leo essencial
de R. officinalis e do controle positivo foi avaliada
em duas condigdes: o produto foi inserido junto aos
demais componentes do dispositivo de aderéncia
(t=0h); e o produto foi inserido apds 24h da inser¢ao
dos demais componentes (t=24h). Na primeira
condi¢do, prevalece o estado planctonico das
células; enquanto na segunda situacdo se verifica
a formacdo de agregados celulares, a secrecdo de
matriz extracelular e adesdo'®. Dessa forma, nos
tubos correspondentes a condigdo t=24h, o oleo
essencial de R. officinalis ou a nistatina 100.000Ul/
mL (controle positivo) foram inseridos somente apos
24h do processo de incubagao.

Apos a incubagdo por 48h, os corpos de prova
foram transferidos para tubos de ensaio contendo
ImL de solucao fisiologica estéril (NaCl 0,85%), e
agitados em um agitador de tubos (Vortex) por 60
segundos. Os microrganismos que aderiram aos
corpos de prova foram dispersos, diluidos 10 e 100
vezes em agua destilada estéril e transferidos, em
triplicata, para placas de agar Sabouraud Dextrose
4%112. Apbs 48 horas de incubagdo a 37°C, o nimero
de Unidades Formadoras de Colonia por mililitro
(UFC/mL) foi determinada para cada espécime. As
placas escolhidas para a contagem foram aquelas que
apresentaram entre 30 e 300 col6nias'?. Placas com
mais de 300 coldnias foram consideradas incontaveis.

Analise estatistica

Para a avaliacdo da atividade antifingica,
as diluigdes seriadas nas quais se observou CIM e/
ou CFM foram analisadas descritivamente. Para
avaliacdo da atividade antiaderente, o nimero de
UFC/mL consistiu nas unidades de comparagdo
estatistica. Os resultados, expressos em UFC/mL,
foram analisados segundo a concentracdo do 6leo
essencial de R. officinalis (CIM, 2CIM, ou 4CIM)
e segundo o estado de desenvolvimento microbiano
(t=0h — estado planctonico; t=24h — estado de
agregacao).

Os dados foram tabulados no programa
GraphPad Prism 5.0 (Programa GraphPad for
Windows, San Diego, CA - USA), sendo adotado
nivel de significancia de 5%. Para avaliacdo
antifingica, obteve-se a média aritmética das
concentragdes correspondentes a CIM ¢ a CFM’.
Para avaliagdo antiaderente e comparacdo da
concentracdo do oOleo essencial de R. officinalis
foi empregada analise de variancia ANOVA e pos-
teste de Tukey’. O efeito provocado pelas diferentes
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concentracdes do oleo essencial de R. officinalis, nos
tempos t=0h e t=24h, foi comparado com o Controle
de Crescimento das cepas de C. albicans e de C.
tropicalis, bem como com o efeito provocado pela
nistatina, sendo aplicado o teste ANOVA e pds-teste
de Dunnet. Na comparacao da atividade antiaderente
segundo o estado de desenvolvimento microbiano
foi empregado o teste Mann Whitney.

RESULTADOS

Considerando a avaliagdo antifungica do 6leo
essencial de R. officinalis, a metodologia empregada
neste estudo foi validada pela auséncia de crescimento
fingico para o Controle de Esterilidade e Controle
Positivo (nistatina - 100.000 UI/mL), bem como pela
presenca de crescimento fungico para o controle de
crescimento. A CIM e a CFM do 6leo essencial de R.
officinalis frente as cepas C. albicans (ATCC289065)
e C. tropicalis (ATCC40042) foi igual a 0,5625mg/
mL. Conforme os resultados obtidos para a CIM
e CFM do 6leo essencial de R. officinalis sobre C.
albicans e C. tropicalis, os valores de CIM, 2CIM,
4CIM foram iguais a, respectivamente, 0,5625mg/
mL; 1,125mg/mL e 2,25mg/mL.

Observou-se auséncia de aderéncia fingica
para os corpos de prova correspondentes ao Controle

Positivo (nistatina - 100.000UI/mL) e para o
Controle de Esterilidade, bem como pela presenca de
aderéncia fungica para o Controle de Crescimento. A
Tabela 1 apresenta os resultados da a¢do antiaderente
do dleo essencial de R. officinalis sobre C. albicans
e C. tropicalis segundo a concentragdo (CIM, 2CIM,
ou 4CIM) e segundo o estado de desenvolvimento
microbiano (t=0h — estado planctonico; t=24h
— estado de agregagdo).Considerando o estado
plancténico (t=0h) das cepas C. albicans ¢ C.
tropicalis, as concentragdes 1,125mg/mL (2CIM) e
2,25mg/mL (4CIM) apresentaram maior atividade
antiaderente do que a concentragdo 0,5625mg/
mL (CIM), sendo esta diferenca estatisticamente
significante (p<0,05). Para o estado de agregacgdo
celular (t=24h), as concentragdes 0,5625mg/mL
e 2,25mg/mL apresentaram maior inibicdo da
aderéncia de C. albicans e C. tropicalis do que
a concentragdo 1,125mg/mL, sendo observada
diferenga estatisticamente significante (p<0,05).
Comparando-se os resultados obtidos para t=0h e
t=24h, observou-se maior atividade antiaderente
para t=24h, sendo esta diferenga estatisticamente
significante (p<0,001).

Tabela 1 — Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL) obtidas para a atividade antiaderente da nistatina
(CP) e do 6leo essencial de R. officinalis nas concentragdes CIM, 2CIM e 4CIM, sobre C. albicas ¢ C.

tropicalis, em t=0h e t=24h

CEPAS TEMPO CcC CIM 2CIM 4CIM Cp
i t=0h 500° 293 195¢ 150¢ 74
C. albicans
t=24h 500° 60° 170¢ 80P 0¢
Lo t=0h 500¢ 500° 153¢ 151¢ 5¢
C. tropicalis - -
t=24h 500¢ 69° 102¢ 550 224

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significantes (ANOVA e pos-testes de Tukey e Dunnet - p<0,05)

Realizou-se também a comparagdo do efeito
provocado pelo 6leo essencial de R. officinalis, nos
tempos t=0h e t=24h, com o Controle de Crescimento
das cepas de C. albicans e de C. tropicalis, bem como
com o efeito provocado pela nistatina. Para os tempos
t=0h e t=24h observou-se diferenca estatisticamente
significante (p<<0,01) entre o controle de crescimento
de C. albicans e C. tropicalis e o efeito provocado
pelo 6leo essencial de R. officinalis e pela nistatina.
Para t=0h e para t=24h também foi observada
diferenca estatisticamente significante entre o efeito
provocado pela nistatina e a atividade antiaderente
do Oleo Essencial de R. officinalis nas concentragdes
CIM, 2CIM e 4CIM.

A partir das analises estatisticas verificou-se
que, para t=0h e t=24h, a concentra¢do de 2,25mg/
mL (4CIM) provocou maior inibi¢do da aderéncia

de C. albicans e C. tropicalis. Quando comparados
ao controle de crescimento das cepas testadas, o
6leo essencial de R. officinalis (nas concentragdes
CIM, 2CIM e 4CIM) provocou reducao significativa
do total de Unidades Formadoras de Coldnias
por mililitro. Quando comparadas a nistatina, as
concentracdes testadas do 6leo essencial provocaram
menor inibicdo da aderéncia de C. albicans ¢ de C.
tropicalis

DISCUSSAO

As técnicas para determinacdo da CIM e
CFM empregadas neste estudo foram baseadas
nos protocolos descritos por Aligiannis et al'! e
Castro & Lima’, os quais representam modificagdo
das normas estabelecidas pelo National Comitte
for Clinical Laboratory Standard (NCCLS)™. O
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método de referéncia para técnica de microdiluigdo
¢ determinagdo da sensibilidade de leveduras a
terapia antifungica (M7-A2), descrita por NCCLS",
considera a avaliacdo de antifiingicos sintéticos,
a utilizagdo do meio de cultura RPMI-1640 ¢ a
padronizacdo da concentragdo inicial das substancias
testadas em 64pg/mL ou 16 pg/mL.

O presente estudo foi desenvolvido em
condigdes diferentes das estabelecidas por NCCLS™,
Segundo Nascimento et al.'>, a normatizagao M7-
A2 proposta pelo NCCLS nao pode ser seguida
a risca quando da avaliacdo antimicrobiana de
oleos essenciais. Considera-se que as propriedades
quimicas desses produtos naturais diferem daquelas
apresentadas pelas substdncias para qual a norma
foi padronizada, ou seja, a normatizagdo do NCCLS
ndo atende as especificidades dos 6leos essenciais®®.
Dessa forma, foi reproduzido o protocolo descrito
por Aligiannis et al."' e por Castro & Lima’, no
qual foi empregado o meio de cultura Caldo
Sabouraud-Dextrose, a nistatina como controle
positivo, a diluicdo seriada dos produtos testados
e a incorporagdo de emulsificante (Tween 80) na
preparacgdo dos 6leos essenciais.

Os Oleos essenciais sdo substincias
volateis, que apresentam insolubilidade em
agua e complexidade quimica, o que dificulta a
padronizacdo de técnicas confidveis, que possam
ser reproduzidas e validadas, de modo a alcangar
resultados  seguros®'>'%,  Dessa forma, para
minimizar a inconsisténcia dos resultados obtidos,
foi empregada a técnica de microdiluicao em caldo,
com o objetivo de proporcionar maior contato entre
os produtos testados e as células fungicas. Utilizou-
se também um agente emulsificante (Tween 80) para
permitir a diluicdo dos 6leos essenciais em meio
aquoso. Essas medidas contribuem para reducdo de
viés metodologico e comparacdo entre os produtos
naturais testados”!®. Ao comparar as técnicas de
disco-difusdo e microdiluicdo para avaliagdo da
atividade antifiingica de produtos naturais, Scorzoni
et al.'® identificaram que a microdilui¢do foi mais
sensivel para determinacdo da CIM.

O Controle Positivo (nistatina - suspensao
comercial - 100.000 Ul/mL), o Controle de
Esterilidade ¢ o Controle de Crescimento foram
empregados de modo a validaratécnicautilizadaneste
estudo e permitir a comparagdo com os resultados do
oleo essencial. O Controle de Esterilidade confirmou
a auséncia de contaminagdo extrinseca do meio
de cultura e dos corpos de prova. O Controle de
Crescimento comprovou a viabilidade das cepas que
ndo recebeu tratamento antifungico. A auséncia de
crescimento fungico diante da nistatina (100.000
Ul/mL) evidenciou a susceptibilidade das amostras

frente a um antifingico sintético. No entanto, as
diferencas entre a natureza quimica do 6leo essencial
e do Controle Positivo ndo permitem comparar os
resultados obtidos por essas substancias!®.

Os resultados deste estudo apontaram
que o melhor desempenho do dleo essencial de
R. officinalis foi observado para concentragdo de
2,25mg/mL (4CIM). Entretanto, o efeito provocado
pela nistatina na reducgdo do total de UFC/mL das
cepas testadas foi estatisticamente superior ao
apresentado pelo produto natural (p<0,01). Portanto,
considerou-se que o 6leo essencial de R. officinalis,
nas concentragcdes testadas, apresentou atividade
antiaderente menos efetiva que a nistatina.

A atividade antifungica do 6leo essencial
de R. officinalis foi demonstrada por Lima et al.
e Packer & Luz', os quais utilizaram a técnica de
difusdo em agar e identificaram acdo fungiostatica
em concentragdes superiores a 8%. Segundo
Fontenelle et al.’, o 6leo essencial de R. officinalis
frente C. albicans e C. tropicalis apresentou CIM
entre 0,62mg/mL e 2,5mg/mL, ¢ CFM entre 1,25mg/
mL e 2,5mg/mL, determinados pela técnica de
microdiluicdo. Dessa forma, os resultados deste
estudo corroboram os achados de Fontenelle ef al.’.
Nao foram encontradas na literatura estudos sobre
a atividade antiaderente do o6leo essencial de R.
officinalis.

Para determinac¢do das concentragdes do
6leo essencial de R. officinalis a serem utilizadas
no ensaio de atividade antiaderente, a metodologia
empregada neste estudo considerou os resultados
do ensaio para determinagdo da CIM e CFM.
Conforme observado neste estudo, o 6leo essencial
de R. officinalis provocou efeito antiaderente na
concentracdo 0,5625mg/mL, o que corrobora os
achados da literatura quanto a atividade antifungica’.
Porém, melhores resultados foram observados para a
concentragdo de 2,25mg/mL, na qual o 6leo essencial
de R. officinalis inibiu a aderéncia de ambas cepas de
C. albicans e C. tropicalis nos estados planctonico
(t=0h) e de agregacdo (t=24h).

Segundo Chandra et
Candida tem a capacidade de realizarem co-
agregacdo e excretar matriz extracelular, o que
contribui para a aderéncia a superficies acrilicas
e poliméricas. Os resultados de Chandra et al.®®
demonstraram que as células de C. albicans, quando
em estado planctonico, sdo mais susceptiveis a
acdo de antifungicos. Os autores consideraram
que a secre¢do de matriz extracelular e o estado
de agregacdo contribuiram para maior resisténcia
antifingica.

Os resultados deste estudo evidenciaram
diferengas entre a acao dos produtos testados na fase

al.®, as células de
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planctonica (t=0h) e no estado de agregacao (t=24h).
Verificou-se que a acao antiaderente do 6leo essencial
de R. officinalis, sob todas as concentragoes testadas,
foi menor em t=0h do que em t=24h. Assim, este
estudo demonstrou que o estado de agregagao celular
foi mais sensivel a acdo dos produtos testados, o que
contraria a hipotese levantada por Chandra et al.’*.

Nas condicdes deste estudo, verificou-se que
o0 6leo essencial de R. officinalis apresentou atividade
antifingica e antiaderente sobre C. albicans e C.
tropicalis. A interagdo de C. albicans e C. tropicalis
com outros microrganismos na constituicdo do
biofilme oral também pode contribuir para maior
susceptibilidade desta cepa a agdo de antifiingicos'®.
Estudos posteriores devem considerar a acao deste
produto sobre cepas clinicas e outras linhagens
padronizadas, através de técnicas que considerem a
influéncia da saliva humana, e intera¢cdo com outros
microrganismos orais.

CONCLUSAO

Concluiu-se que o oOleo essencial de
R. officinalis exerceu atividade antifingica e
antiaderente sobre C. albicans e C. tropicalis. As
cepas testadas apresentaram inibi¢do do crescimento
quando expostas a concentragdo 0,5625mg/mL
do o6leo essencial de R. officinalis. O estado de
agregacao celular (t=24h) e a maior concentragio do
produto natural contribuiram para maior atividade
antiaderente do produto natural. Melhor desempenho
foi observado para concentragao 2,25mg/mL (4CIM)
do oleo essencial de R. officinalis, sendo o efeito
antifingico inferior ao apresentado pela nistatina.

ABSTRACT

Aim: The objective of this study was to
evaluate the antifungal and antiadherent activity
of the essential oil from Rosmarinus officinalis
(Rosemary) on Candida albicans (ATCC289065)
and C. ftropicalis (ATCC40042). Materials and
Methods: The antifungal activity was determined by
means of Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and Minimum Fungicidal Concentration (MFC),
which were obtained through microdilution and
exhaustion techniques, respectively. The products
were evaluated at an initial concentration of 72mg/
mL to 0.5625mg/mL. The antiadherent activity was
evaluated according to the concentrations of MIC,
2MIC, and 4MIC. Inserted in sterile glass tubes
were: one sterile acrylic resin specimen; 2mL of
sterile Sabouraud Dextrose broth, 0.2mL of fungal
inoculums, and 2mL of the essential oil from R.
officinalis at tested concentrations, or sterile distilled
water (Growth Control), or nystatin (100.000U1/
mL - Positive Control). The evaluated products

were added under two conditions: (1) with the other
members of the adherent’s device (t=0h) and (2) 24h
after the insertion of these components (t=24h). The
microorganisms that adhered to the specimens were
dispersed, diluted 10 and 100 times in sterile distilled
water, and transferred, in triplicate, to Sabouraud
Dextrose 4% agar plates. After 48 hours of incubation
at 37°C, the number of Colony Forming Units
per milliliter (CFU/mL) was determined for each
specimen. The Mann Whitney and ANOVA tests
(Tukey post-test) were also applied. Results: The
MIC and MFC were determined at a concentration
of 0.5625mg/mL. When compared to the growth
control, the essential oil from R. officinalis inhibited
adherence in all concentrations, but with a lower
effect than with nystatin. A greater antiadherent
activity could be observed for t=24h (p<0.001) and
at a higher concentration of the natural product (p
<0.05). Conclusion: The essential oil of R. officinalis
exerted antifungal and antiadherent activity on C.
albicans and C. tropicalis. Greater inhibition of
C. albicans and of C. tropicalis could be observed
for the concentration of 2.25mg/mL (4MIC) of the
essential oil from R. officinalis.

Uniterms: Oils, volatile. Biological products. Oral
candidiasis. Products with antimicrobial action.
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