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INTRODUGCAO

A candidose oral é a infeccdo fungica
mais comum, descrita como uma alteragao

RESUMO

Avaliar a atividade antifingica de tinturas de Rosmarinus officinalis
(Alecrim), Stryphnodendron adstringens (Barbatimao), Allium
sativum (Alho), Arctium major (Bardana) e Zingiber officinale
(Gengibre) sobre cepas de Candida albicans (ATCC 289065) - M1, C.
albicans (ATCC 40277) - M2, C. tropicalis (ATCC 13803) - M3 e C.
krusei (ATCC40147) - M4. A atividade antifingica das tinturas foi
verificada pela técnica de difusdo em Agar. Discos de papel estéreis
(didametro de 6mm), foram embebidos previamente com 50uL das
solugdes testadas e do controle, em formulagdo pura. Realizou-se a
semeadura das suspensdes flngicas (1,5x10° microrganismos/mL)
em placas de Agar Sabouraud-Dextrose, sobre as quais foram
distribuidos seis discos, cada um deles embebido com uma solugdo
testada diferente. Os testes foram realizados em triplicata e
comparados ao controle positivo (Nistatina, suspensdo comercial -
1:100.000UI). Os halos de inibicdo do crescimento flngico, em
milimetros, foram mensurados e analisados descritivamente. Para
M1, M3 e M4, as tinturas analisadas ndo provocaram inibigdo do
crescimento fungico; enquanto os didametros médios dos halos de
inibicdo do crescimento provocados pela Nistatina foram,
respectivamente: 10,7; 13,3; e 10,3. Sobre M2, os didmetros médios
dos halos de inibigdo do crescimento para Alecrim, Barbatimao, Alho,
Bardana, Gengibre e Nistatina foram, respectivamente: 21,7; 17,8;
0; 19,2; 13,8; 0. As tinturas de R. officinalis, S. adstringens, A. major
e Z. officinale inibiram apenas uma cepa e apresentaram
comportamento diferenciado da Nistatina. A tintura de A. sativum nao
apresentou atividade antifingica sobre as cepas testadas.

PALAVRAS-CHAVE: Produtos naturais, Candidiase Bucal, Produtos
com Agdo Antimicrobiana

ABSTRACT

To evaluate the antifungal activity of tinctures from Rosmarinus
officinalis (Rosemery), Stryphnodendron adstringens (Barbatimdao),
Allium sativum (Garlic), Arctium major (Burdock) e Zingiber officinale
(Ginger) on strains of Candida albicans (ATCC 289065) - M1, C.
albicans (ATCC 40277) - M2, C. tropicalis (ATCC 13803) - M3 and C.
krusei (ATCC40147) - M4. The antifungal activity of essential oils was
determined by agar diffusion technique. Discs of sterile paper (6mm
of diameter), were previously soaked with 50uL of tested solutions
and control in pure formulation. The sowing of fungal suspension (1.5
x 10° organisms/mL) was performed in Sabouraud Dextrose Agar
Petri plates, which were distributed on six disks, each one soaked
with a different tested solution. The tests were performed in triplicate
and compared to positive control (Nystatin, commercial suspension -
100,000 UI/mL). The inhibition areas of fungal growth in millimeters,
were measured and analyzed descriptively. For M1, M3 and M4, the
analyzed tinctures caused no inhibition of fungal growth; while the
average diameters of inhibition zones of growth caused by Nystatin
were, respectively: 10.7, 13.3, and 10.3. On M2, the average
diameters of inhibition zones of growth to Rosemary, Barbatimao,
Garlic, Burdock, Ginger and Nystatin were, respectively: 21.7, 17.8,
0, 19.2, 13.8, 0. The tinctures from R. officinalis, S. adstringens, A.
major and Z. officinale inhibit only one strain and showed different
behavior of Nystatin. The A. sativum tincture did not show antifungal
activity on analyzed strains.

KEYWORDS: Natural Products; Oral Candidiasis; Products with
Antimicrobial Action

oportunista, frequentemente envolvida com
a alteracdo da microbiota bucal, doengas
sistémicas e reducdo da imunidade do
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hospedeiro'2.

Entre as espécies envolvidas com o
desenvolvimento da candidose oral, a
Candida albicans é a mais prevalente e de
maior patogenicidade®>. C. tropicalis, C.
krusei, C. parapsilosis e C. guilliermondii
também fazem parte do curso da doenca e,
junto a C. albicans, chegam a representar
mais de 80% dos isolados clinicos .

Diante da utilizacago de alguns
medicamentos antifungicos sintéticos, as
espécies de Candida tém se mostrado
resistentes®®. Desta forma, a busca de
produtos naturais que apresentem uma agao
antifungica eficiente frente a
microrganismos resistentes se mostra uma
alternativa necessaria para o controle da
candidose oral>” 1,

A triagem (screening) da atividade
antimicrobiana de produtos naturais tem
como objetivo investigar, em parte, a
validade do conhecimento popular sobre o
uso dessas substancias nos cuidados em
saude®?. Investigagdes etnobotanicas
identificaram o uso popular de Rosmarinus
officinalis, Stryphnodendron adstringens,
Allium sativum, Arctium major e Zingiber
officinale'®**, o que justifica a realizacdo do
presente estudo.

Produtos naturais a base de Rosmarinus
officinalis (Alecrim), Stryphnodendron
adstringens (Barbatimao), Allium sativum
(Alho), Arctium major (Bardana) e Zingiber
officinale (Gengibre) ja tiveram atividade
antimicrobiana avaliada por outros estudos
e mostram-se efetivos no controle bioldgico
de microrganismos orais*>?°,

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar a atividade antifungica in vitro das
tinturas de R. officinalis, S. adstringens, A.
sativum, A. major e Z. officinale sobre cepas
de Candida albicans (ATCC 289065), C.
albicans (ATCC 40277), C. tropicalis (ATCC
13803) e C. krusei (ATCC40147).

METODOS

Realizou-se um estudo de abordagem
indutiva, com procedimento comparativo
estatistico e técnica de documentagao direta
em laboratério?!.

Para avaliagao antiflngica in vitro foram
utilizadas as tinturas de Rosmarinus
officinalis (Alecrim), Stryphnodendron
adstringens (Barbatimao), Allium sativum
(Alho), Arctium major (Bardana) e Zingiber
officinale (Gengibre). Esses produtos foram
obtidos da Farmacia Homeopatica
HOMEOVITAE Ltda (Jodao Pessoa, PB -
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Brasil), a qual cedeu Laudo Técnico com
especificagdes, conforme apresentado no
Quadro 01.

Densid
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Teor
Produto ade Concentr 2
Natural Lo (g/mL, agao AIZS)OI'
20°C)
Rosmarinus
officinalis 029044 0,892 20% 680GL
(Alecrim)
Stryphnoden
dron
adstringens | AS373 1 0908 20% | 620GL
7= 664
(Barbatiméo
)
Allium
sativum L528143 0,943 20% 450GL
(Alho)
Arctium
major L493204 0,912 20% 590GL
(Bardana)
Zingiber
officinale chc))g12 0,891 20% 6250
(Gengibre)
Quadro 01 - Especificagbes técnicas das

tinturas de produtos naturais utilizadas no
estudo, segundo laudos técnicos expedidos
pela Farmacia Homeopatica HOMEOVITAE
Ltda (Jodo Pessoa, PB - Brasil).

As cepas de referéncia utilizadas no
estudo foram Candida albicans (ATCC
289065), C. albicans (ATCC 40277), C.
tropicalis (ATCC 13803) e C. krusei
(ATCC40147). Os microrganismos foram
obtidos do Laboratério de Materiais de
Referéncia do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (Fundacdo Oswaldo
Cruz - FIOCRUZ, Rio de Janeiro - R], Brasil).
As cepas foram reativadas em Caldo
Sabouraud-Dextrose, a 37°C e estocadas
em Agar Sabouraud-Dextrose 4% no
Laboratério de Microbiologia Oral — Nucleo
de Medicina Tropical do Centro de Ciéncias
da Salde da Universidade Federal da
Paraiba. Para conducdo do estudo,
suspensdes flngicas dos microrganismos
foram preparadas em solugao salina, sob a
concentragdo 1,5x10° microrganismos/mL,
comparavel ao tubo 10° da Escala de
MacFarland

A atividade antifungica das tinturas foi
verificada pela técnica de difusdo em Agar
(disco-difusdo). Discos de papel estéreis
(diametro de 6mm), foram embebidos
previamente com 50uL das solugdes
testadas e do controle, em formulagao pura.
Realizou-se a semeadura das suspensdes
fangicas (1,5x10° microrganismos/mL) em
placas de Agar Sabouraud-Dextrose, sobre
as quais foram distribuidos seis discos, cada
um deles embebido com uma solugdo




testada diferente. As placas foram incubadas
em estufa bacterioldgica, a 37°C, por 48h.
Os testes foram realizados em triplicata e
comparados ao controle positivo (Nistatina,
suspensdo comercial - 100.000UI/mL).

Os halos de inibicao do crescimento
fingico foram mensurados em milimetros,
com auxilio de um paquimetro. Os dados
foram tabulados do Programa Microsoft
Office Excel 2007® e analisados
descritivamente.

RESULTADOS

As médias dos halos de inibicdo do
crescimento provocado pelos produtos
testados, sobre as cepas de Candida sao
visualizados na Tabela 01.

Tabela 1. Valores das médias dos halos de
inibicdo de  crescimento (em mm)
provocados sobre os produtos testados,
sobre as cepas avaliadas de Candida.

Nistatin
a

Tintu Tintura A Tintur Tintur .
Microrganis ra de de :;n;: a de a de 8)01?3)
mos Alecri Barbati Alho Barda Gengi _
m mao na bre Controle
Positivo
Candida
albicans
(ATCC- 0 0 0 0 0 10,7
289065)
Candida
albicans
(ATCC- 21,7 17,8 0 19,2 13,8 0
40277)
Candida
tropicalis
(ATCC- 0 0 0 0 0 13,3
13803)
Candida
krusei
(ATCC- 0 0 0 0 0 10,3
40147)
DISCUSSAO

A técnica difusdo em Agar por disco-
difusdo é a estratégia mais comumente

utilizada para screening da atividade
antimicrobiana in vitro de produtos
naturais>'?#??,  Destaca-se também a

necessidade de padronizagdo das técnicas
empregadas, de modo a viabilizar a sua
reprodutibilidade e a comparagdo com
outros estudos??. Dessa forma, baseando-se
na metodologia descrita e na comparagao
com o controle positivo, os resultados deste
estudo sdo validos e podem ser comparados
a outros relatos da literatura.

Atividade antimicrobiana de extratos de
R. officinalis, S. adstringens, A. sativum, A.
major e Z. officinale foi investigada por
Costa et al.’®, Silva et al.'®, Santos et al.'’,

Cavalcanti et al.

Lemar et al.’®, Lubian et al.’® e Aguiar et
al.?%). Entretanto, ndo foram identificados
estudos com tais produtos na formulagdo de
tintura, meio mais viavel e de baixo custo
para producdo, os quais devem ter sua
atividade antimicrobiana pesquisada.
Fonseca e Librandi®®> avaliaram as
caracteristicas fisico-quimicas e fitoquimicas
de tinturas de S. adstringens, o0 que
representou os Unicos resultados de
pesquisa sobre a utilizagdo de um dos
produtos avaliados na formulagao de tintura.
Assim, verifica-se a necessidade de
pesquisas sobre a atividade antimicrobiana
de tinturas de R. officinalis, S. adstringens,
A. sativum, A. major e Z. officinale .
Destaca-se que as tinturas de R.
officinalis, S. adstringens, A. major e Z.
officinale apresentaram atividade antifingica
apenas sobre C. albicans (ATCC 40277).
Diferentemente, a Nistatina nao foi capaz de
inibir o crescimento dessa mesma cepa.
Segundo Crocco et al.* (2004), espécies de
Candida tem se mostrado resistentes a
antifungicos sintéticos, a exemplo da
Nistatina. Lubian et al.!° destacam também
a variabilidade genética das diferentes
linhagens de Candida spp, o que justifica o
comportamento diferenciado das amostras
deste trabalho. Diante dos resultados
obtidos, enfatiza-se o comportamento
singular da amostra de C. albicans (ATCC

40277) e sugere-se que as tinturas
avaliadas possuem desempenho
antimicrobiano  diferente do  controle
positivo.

A inibicdo do crescimento de Candida
spp pelo extrato R. officinalis foi verificado
por Costa et al.’®. Lima et al.” e Packer e
Luz?? verificaram a atividade antifingica de
R. officinalis sob a formulacdo de oleos
essenciais. Estudos sobre a avaliacdo
antimicrobiana de extratos de R. officinalis
também relataram a eficacia sobre bactérias
presentes na microbiota oral*®?*, Neste
estudo, a tintura de R. officinalis sé foi
capaz de inibir o crescimento de C. albicans
(ATCC 40277).

Segundo Costa et al.'®, o extrato de R.
officinalis provocou a inibicao do
crescimento de amostras clinicas de C.
albicans, C. glabrata e C. tropicalis, sob as
concentracdes de 20,1mg/mL, 17,2 mg/mL
e 10,2mg/mL, respectivamente. No presente
estudo, a tintura de R. officinalis, sob a
concentragdao de 20%, nao inibiu as cepas-
padrdo Candida albicans (ATCC 289065), C.
tropicalis (ATCC 13803) e C. krusei
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(ATCC40147), inativadas pelo controle
positivo (Nistatina, suspensao comercial -
100.000UI/mL).

Para a tintura de S. adstringens, sob a
concentracdo de 20%, verificou-se a
formagao de halos médios de inibicdo de
17,8mm sobre C. albicans (ATCC 40277). Ao
comparar os resultados obtidos por Lubian
et al.’®, para extratos aquosos e alcodlicos
de S. adstringens na concentragcao de 10%
sobre Candida albicans (ATCC 18804), o
presente estudo obteve maiores zonas de
inibicdo do crescimento.

Destaca-se que, semelhante a este
trabalho, Santos et al.'® identificaram
auséncia de atividade antimicrobiana para
algumas amostras de extratos aquosos.
Assim, deve-se considerar a efetividade de
S. adstringens, sob diferentes concentragdes
e veiculos, sobre amostras clinicas e
laboratoriais de Candida.

Diferentemente de outros estudos
, a tintura de Allium sativum, sob a
concentragdao de 20%, nao foi capaz de
inibir o crescimento de Candida spp. Diante
da literatura consultada, apenas Packer e
Luz®? relataram a auséncia de atividade
antimicrobiana, quando da avaliacdo de dleo
essencial de A. sativum.

Nos estudos de Lemar, Turner e Lloyd®
e Lemar et al.'®, as concentracdes dos
extratos alcodlicos de Allium sativum
capazes inibir o crescimento fungico foram
iguais a 4%. Para Yamada e Azuma®® e
Ghannoum?’, foi determinada a
concentragao inibitéria minima dos extratos
sobre espécies de Candida, partindo-se da
concentracdo inicial de 10% e 5%,
respectivamente. Entretanto, para este
estudo, mesmo na concentracdo estimada
de 20% do principio ativo, a tintura de
Allium sativum ndo apresentou atividade
antifingica.

Segundo Lubian et al.!®, o extrato
aquoso de A. major, sob a concentracdo de
12mg/mL, foi ineficaz diante de duas
linhagens-padrao de C. albicans e uma de C.
tropicalis. Este trabalho identificou a
atividade antimicrobiana da tintura de A.
major apenas sobre uma cepa testada (C.
albicans - ATCC 40277). Como descrito
anteriormente, 0 comportamento
diferenciado de cepas de um mesmo género
ou espécie pode ser justificado pela
variabilidade genética das diferentes
linhagens. Assim, o potencial antimicrobiano
das tinturas avaliadas ndo deve ser
descartado.

18,25-
27
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A atividade antifungica de produtos
naturais a base de Z. officinale foi relatada
apenas em um trabalho. Aguiar et al.®®
determinaram a concentragdo inibitéria
minima e a concentracdo fungicida minima
do extrato glicélico de Z. officinale sobre 24
amostras clinicas de C. albicans e uma
amostra-padrao (C. albicans - ATCC18804),
sendo identificadas as concentragdes de
12,5% e 6,25%, respectivamente. No
presente estudo, foi identificada agao
antifungica da tintura de Z. officinale na
concentracdo de 20%, o0 que sugere a
realizacdao de ensaios para verificar a
atividade fungiostatica e fungicida desse
produto.

Diante do exposto, considerando-se as
limitacdbes do estudo in vitro, sendo o
mesmo de base experimental, observa-se o
potencial antifingico dos produtos avaliados
nas devidas concentracdes. Desta forma, se
faz necessario a aplicacdo de outros testes
de atividade antifingica in vitro e in vivo,
em concentragdes diferenciadas, para que a
utilizagdo clinica dos produtos possam ser
validadas e realizadas de forma segura e
eficaz.

CONCLUSOES

As tinturas de R. Oofficinalis, S.
adstringens, A. major e Z. officinale inibiram
apenas uma cepa e apresentaram
comportamento diferenciado da Nistatina. A
tintura de A. sativum ndo apresentou

atividade antifungica sobre as cepas
testadas.
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