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Avaliagcao da ag¢ao do extrato in natura de Rosmarinus offi-
cinalis em cepas de Candida spp

Evaluation of the activity of in natura extract of Rosmarinus
officinalis in Candida spp strains

Regina Rigo Thiel 1=, Alexandre Ehrhardt 2

A Candida spp. possui elevada patogenicidade nos seres humanos imunocomprome-
tidos, acometendo érgdos genitais, mucosa do trato respiratorio e oral, entre outras
partes do corpo, tornando-se cada vez mais resistente aos antifingicos. Uma das op-
¢Oes para seu tratamento esta relacionado ao uso de plantas medicinais as quais
possuem acdo antibacteriana e antifiingica. O presente estudo buscou avaliar a ativi-
dade antifungica dos extratos in natura do Rosmarinus officinalis frente as cinco cepas
de Candida spp. por meio de uma pesquisa experimental na qual foram testados dois
extratos diferentes do alecrim in natura, sendo um do caule e outro das folhas da
planta, frente as cepas de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e C.
glabrata. O alecrim apresentou atividade inibitéria frente as cepas com varia¢des de
inibicdo relacionadas a diferentes concentra¢des, com inibigcdo de crescimento em to-
das as concentragBes dos extratos testados contra C. albicans e C. tropicalis. As
cepas de C. krusei, C. parapsilosis e C. glabrata testadas demonstraram resultados
distintos entre si relacionados a inibicdo do crescimento conforme as diluigbes pro-
postas. Considerando o apresentado, € possivel considerar que o R. officinalis in
natura apresenta atividade inibitoria frente a Candida albicans e Candidas néo-albi-
cans

Palavras-chave: Psoriase. Novas Terapéuticas. Tratamento.

The Candida spp. has great pathogenicity in immunocompromised human beings af-
fecting genital organs, mucosa of respiratory and oral tract, among other parts of the
body; becoming increasingly more resistant to antifungal drugs and one of the options
for treatment is related to the use of medicinal herbs, which have antibacterial and
antifungal action. This study aimed to evaluate the antifungal activity of in natura ex-
tracts of Rosmarinus officinalis against five Candida spp. strains by experimental
research in which were tested two different Rosemary extracts, being one made of the
stem and the other of the leaves of the plant, against strains of C. albicans, C. tropi-
calis, C. krusei, C. parapsilosis and C. glabrata. The rosemary presented inhibitory
activity against strains with variation of inhibition related to different concentrations,
with growth inhibition in all concentrations of the extracts tested against C. albicans
and C. tropicalis. The C. krusei, C. parapsilosis and C. glabrata strains tested showed
distinct results among themselves related to the growth inhibition and dilution pro-
posed. Considering the results, it is possible to consider that R. officinalis in natura
shows a relevant inhibitory activity against C. albicans and non-albicans Candidas.

Keywords: Mycology. Phytotherapeutic Drugs. Plant Extracts. Rosmarinus. Candida.
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Desde os primordios até os dias atuais, nota-se um aumento no uso de plantas medicinais como forma
de tratamento de doencas devido as crencas empregadas nessa area (1). No Brasil, o uso das plantas
para esses fins foi empregado pelos indios na época da colonizagdo com a contribuicdo dos europeus
para fins de tratamentos e cuidado aos feridos (2).

Para uma planta ser medicinal ela precisa ter propriedades ativas que despertam respostas no orga-
nismo, levando ao alivio e até mesmo a cura da doenca (3-4). Essas possuem menor probabilidade de
causar efeitos colaterais em seus usuarios, porém, antes da ingestédo precisa ser avaliado todas suas
informacdes como principios ativos, dose tdxica ao ser humano, origem da planta quando usada para
chés, as quais sao oriundas do solo, e ainda os 6leos esséncias, 0s quais devem ser puros e feitos em
laboratorios especializados (5).

A fitoterapia baseia-se na utilizacdo das folhas, raizes, caules e até flores de plantas, dos quais séo
obtidas substancias ativas para uso nas formas de chas, remédios e 6leos essenciais (2,5). E usada
em diversos setores da area da salde no Brasil, como na area odontolégica como antifingica e anti-
bacteriana (5-11).

Dentre as mais variadas plantas medicinais conhecidas pela populagéo, dispomos do Rosmarinus of-
ficinalis conhecido popularmente como alecrim, o qual desempenha atividade antioxidante,
antimicrobiana, e ainda, antifungica (12).

O alecrim é da familia Lamiaceae. Sendo um arbusto perene, € uma planta sempiterno e odorifico
originado por suas folhas verdes que podem medir até 4 cm de comprimento e S80 as responsaveis
por liberar seu aroma peculiar; possui pequenas flores em formato bilabiada de diversas cores, como
azul ou roxas, e a planta pode medir até 1,5 m de altura (3,13).

A planta é constituida quimicamente de terpendides, que sdo substancias naturais desnaturadas por
oxidacao, sendo muito usado em cosmeéticos, conservacao de alimentos entre outras aplicacdes. A
erva encontrada em solo é disposta de terpenos fendlicos: carnosol, acido carnésico e acido rosmari-
nico, estes contém acgdes antifiingicas e antibacterianas (14-17).

Dentre as principais doencas emergentes, estdo as infec¢gbes por fungos leveduriformes, especial-
mente pelas espécies de Candida spp., sendo o agente etioldgico mais frequentemente isolado em
infec¢gBes oportunistas aos seres humanos (18). Os fungos da espécie Candida spp. sdo encontrados
em uma variedade de locais, como solo, alimentos, agua e em diversos sitios biolégicos de humanos
podendo habitar o sistema urogenital, trato gastrointestinal, mucosa do trato respiratorio e pele, entre
outras partes do corpo; e é considerado o principal grupo de patégenos oportunistas (1).

Em relacdo aos fungos mais prevalentes em estudos e na pratica médica, também conhecida como o
mais comum das candidiases e isolada em diversos sitios do corpo humano esta a C. albicans, que
por ter aderéncia a diferentes mucosas e epitélios € o principal agente causador das candidiases cu-
téneas e orais (19-20). Outros géneros acometem pacientes imunocomprometidos e hospitalizados
com doencgas hematoldgicas (candidemias) como a C. krusei e a C. tropicalis (18,20-21).

Seguindo, a C. glabrata é um agente agressivo e oportunista de grande incidéncia hospitalar, chegando
a ser o segundo ou terceiro mais encontrado nesses ambientes (20,22). A C. parapsilosis também esta
presente em ambiente hospitalar; causa dano por ser transmitida por objetos contaminados como
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dispositivos médicos, cateter vascular e maos de profissionais da saude, e esta fre-
guentemente presente na pele humana e acomete principalmente criancas ou recém-

SaBlos nascidos internados em UTI (23-24)

Revista de Satide e Biologia
Com base nessas informacdes, o presente artigo analisou a resposta da atividade an-
tifdngica do extrato in natura da planta R. officinalis frente as 5 diferentes cepas: C.
albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e C. glabrata.

METODOLOGIA

O presente artigo teve sua metodologia baseada em uma pesquisa experimental realizada no Labora-
tério Escola da Biomedicina — Ulbra campus Carazinho-RS, no periodo de setembro a outubro do ano
de 2019, sendo as técnicas de extracdo e processos adaptadas das metodologias descritas por Gui-
maraes et al. (25), Orling e Ehrhardt (26) e Cruz e Ehrhardt (27).

Cepas flngica

As cepas do géneros Candida: C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis, foram
adquiridas da Micoteca do Curso de Biomedicina — Ulbra, campus Carazinho-RS, sendo que teve sua
identificacdo fenotipica prévia pelo sistema automatizado Vitek® 2 (bioMérieux, Marcy — I’ Etoile,
France). As cepas ndo apresentaram perfil de resisténcia frente aos antifingicos habituais: Cetocona-
zol, Fluconazol e ltraconazol. As cepas foram repicadas em meio de cultura HiCrome Candida Agar
(Himedia Laboratories) e incubadas em estufa microbiolégica a temperatura de 35 °C (x 2 °C) por 48h.
Decorrido o tempo de incubacéo, verificou-se o crescimento fungico das diferentes espécies, as quais
foram identificadas conforme bula do fabricante por pigmentacdo de cada um dos fungos. Por fim, foi
realizado a preparacéo do inéculo fungico que seguiu a os padrdes da Escala 0,5 MacFarland conforme
o0 protocolo M27-A3 do National Committee for Clinical Laboratory Standard (28).

Preparagdo do extrato

Para obter os extratos do presente estudo foram colhidas 200g de caule e folhas de R. officinalis, de
uma propriedade urbana do municipio de Sarandi/RS.

No laboratério foi realizado a lavagem do alecrim com agua deionizada, tanto as folhas como o caule,
pois ambos foram utilizados para o extrato aquoso, apos secagem total foram armazenados. Para a
obtencdo do extrato aquoso das folhas inteiras e do caule foi utilizado cinco gramas de cada amostra
e adicionado a 50 mL de agua a qual foi fervido por 30 minutos. Apds foi filtrada a decoccao e arma-
zenada em recipiente ambar e vedado para posterior uso.

Por fim, foi realizada a preparacéo das diferentes concentracfes dos extratos in natura, tanto da folha
como do caule do alecrim nas concentragbes 1/2, 1/4 e 1/8, sendo usado dimetilsulféxido (DMSO)
como solvente.

Execucédo do teste da avaliagao antifingica

As cepas selecionadas para a pesquisa foram incubadas adicionando 100ul de indculo com 100ul de
caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 24 horas em estufa a temperatura de 35 °C (+ 2 °C).

O teste foi realizado em trés placas de cultivo celular (Nest), onde em cada poco foi adicionado 1,8mL
de cada concentracdo especifica dos extratos mais 200 pl da combinacao do indculo e BHI, realizando
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a homogeneizacdo com uma micropipeta calibrada. As placas foram incubadas em
estufa por 24h em temperatura de 35 °C (z 2°C).

Sa ijos

Revista de Satide e Biolagia Dando seguimento, apds o periodo completo do tempo as placas foram abertas
e manuseadas dentro da capela de fluxo laminar. Para realizar o processo final foi
utilizada uma alga calibrada de 10ul para semear cada um dos pogos em placas de

agar Sabouraud, as quais foram adicionadas na estufa por um periodo de 24h e 48h a 35 °C (+ 2 °C).

Para o controle positivo de crescimento foi utilizado uma placa de 4gar Sabouraud, na qual foi
semeado o inoculo de cada um dos fungos com DMSO, assim, avaliou-se visualmente o crescimento
ou inexisténcia da atividade antifangica de cada placa, conforme concentracdo e extrato utilizado. Ja
para o controle de inibicdo de crescimento (negativo) foram utilizados os antifingicos Cetoconazol,
Fluconazol e Itraconazol, sendo que os mesmos foram semeados da mesma forma que 0s extratos,
passaram pela técnica de enriquecimento dos fungos e apds as 24h pela etapa das placas adicio-
nando-se 1,8 mL de cada um dos antifingicos e 200 pul do in6culo ja preparado. As concentracdes dos
antifingicos foram realizadas por diluicio com DMSO conforme o protocolo M27-A3 do National
Committee for Clinical Laboratory Standard (28).

As placas foram avaliadas em 24h, as quais nao obtiveram resultados, e novamente em 48h apds a
incubac&o em estufa. Assim, avaliou-se o crescimento ou inexisténcia da atividade fungica de cada
placa, conforme concentracdo e extrato utilizado.

RESULTADOS

As placas avaliadas no primeiro teste referem-se & avaliacdo da acéo das diferentes concentraces do
extrato aquoso da folha do R. officinalis contra as cepas de Candida spp. A concentracdo 1:2 inibiu
todas as cepas testadas, ja nas outras duas concentracdes 1:4 e 1:8 apresentaram crescimentos de
duas cepas diferentes, conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Acéo do extrato in natura da folha do R. officinalis em suas diferentes concentra-
¢Oes frente as cepas de Candidas utilizadas no estudo

C. albicans - - -
C. glabrata - - +++
C. krusei - +++ +++

C. parapsilosis - - -
C. tropicalis - - -

Legenda: - auséncia de crescimento, + crescimento 10-20 coldnias, ++ crescimento

> 20 colbdnias, +++ crescimento maci¢co na placa.

SaBios: Rev. Satde e Biol., v.16, €021006, 2021 - ISSN 1980-0002
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Foi realizada analise da acao das diferentes concentra¢des do extrato aquoso do caule
SaB oS do R. officinalis contra as diferentes cepas, sendo que a concentracdo 1:2 também
I inibiu 100% de crescimento, e nas outras duas concentracdes 1:4 e 1:8 apresentaram
Revista de Saude e Biologia ) )
crescimento de duas cepas diferentes, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Acéo do extrato in natura do caule do R. officinalis em suas diferentes concentra-
¢Oes frente as cepas de Candidas utilizadas no estudo

‘C.albicans - - 3
C. glabrata - - F++
C. krusei - - -
C. parapsilosis - ++ +++
C. tropicalis - = -

Legenda: - auséncia de crescimento, + crescimento 10-20 colbnias, ++ cresci-

mento > 20 colbnias, +++ crescimento maci¢co na placa.

A avaliacdo do efeito dos antifungicos utilizados no estudo foi demonstrada pelo uso de Cetoconazol
(64 pug/mL), Fluconazol (16 pug/mL) e Itraconazol (16 pg/mL) para fins de validagdo do teste, onde as
cepas de Candida spp. foram inibidas nos trés antifingicos testados, conforme Tabela 3.

Tabela 3 - A¢do dos antifungicos frente as diferentes cepas de Candida

Cepas Cetoconazol Fluconazol Itraconazol

C. albicans - - -
C. glabrata - -

C. krusei - - -
C. parapsilosis - - -
C. tropicalis - - -

Legenda: - auséncia de crescimento, + crescimento 10-20 coldnias, ++ cresci-

mento > 20 colbnias, +++ crescimento maci¢o na placa.

SaBios: Rev. Saude e Biol., v.16, €021006, 2021 - ISSN 1980-0002
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DISCUSSAO

SaBIOS Os extratos utilizados frente as diferentes cepas de Candida spp., apresentaram resul-

et It e tados parcialmente satisfatorios considerando que algumas concentragbes nao

obtiveram efetividade sobre a inibigdo do crescimento das cepas do estudo. Analisando

de um modo geral foi possivel observar que os extratos de R. officinalis exibiram maior padrao de

inibicdo frente as cepas de C. albicans e C. tropicalis independente da concentragdo testada. Avali-

ando a C. glabrata, os extratos demonstraram bons resultados, uma vez que foi observado crescimento

apenas na sua maior diluicdo. Ainda, os extratos propostos quando confrontados contra as cepas de

C. parapsilosis e C. krusei obtiveram resultados razoaveis, tendo inibido o crescimento apenas na
primeira dilui¢éo.

Os problemas de salde estdo cada dia mais recorrentes em nosso ambito, sendo assim, a preocupa-
¢do também aumenta drasticamente e o uso de medicamento sem prescricdo médica também. Grande
parte da populacao faz uso da automedicacao, fazendo com que as bactérias e fungos criem resistén-
cia aos antibiéticos que antes eram usados apenas em caso de emergéncia (29).

Infec¢Bes fungicas apresentam elevada incidéncia, seja na cavidade oral, 6rgdos sexuais ou até
mesmo em infec¢des generalizadas de dificil tratamento, com algumas cepas apresentando resisténcia
frente os antifiingicos comerciais. Sendo assim, produtos de origem natural sdo muito procurados e
recomendados para uso pela populagéo visto terem presente em sua composi¢do substancias com
efeitos antifingicos e antibacteriano (30).

Analisando os resultados obtidos, nota-se que a C. albicans e C. tropicalis ndo apresentaram cresci-
mento em nenhuma das concentragdes testadas nos dois extratos diferentes. Cavalcanti et al. (31) e
Matsuzaki et al. (32) em pesquisas sobre a atividade de éleos essenciais de R. officinalis frente cepas
ATTC de C. tropicalis e C. albicans, confirmaram a acao inibitéria do 6leo por metodologia de disco
difusdo sendo testadas discos embebidos com 100 pl das emulsdes e avaliado o didmetro dos halos
ap0s 24h de estufa.

Resultados semelhantes também foram descritos por Castro e Lima (7), quando testada a acéo do
Oleo essencial de R. officinalis frente cepas ATCC de C. tropicalis e C. albicans, seguindo a metodolo-
gia por disco difuséo utilizando 100 ul das emulsdes e os resultados foram avaliados apds 48h, no qual
a C. albicans teve sua inibigdo observada.

Conforme os resultados, a C. parapsilosis teve seu crescimento presente no extrato do caule nas di-
luicbes 1:4 e 1:8 e a C. krusei nas placas da folha nas mesmas concentracdes. Contrapondo 0s
resultados achados, Gauch et al. (24) alcancaram desfechos antagdnicos no qual apés avaliar a ativi-
dade antifingica do 6leo essencial frente as cepas ATCC de C. parapsilosis e C. krusei por técnica de
MIC constataram a sensibilidade das cepas frente ao 6leo testado.

A C. glabrata apresentou crescimento em ambas as infusGes apenas na Ultima diluicdo testada, no-
tando-se que quanto menor a concentracdo do composto bioativo, menor seu resultado de inibicao.
Costaetal. (30), analisaram o efeito do leo essencial contra cepas de C. glabrata isoladas da cavidade
bucal de pacientes odontoldgicos também por técnica de MIC em disco difusdo, ndo demonstrando
efeito inibitério nas condicdes do estudo.

Embora néo haja disponivel um acervo sobre o uso do extrato aquoso do R. officinalis frente as dife-
rentes cepas de Candida spp., ha uma grande variedade sobre o uso do 6leo essencial da planta com
grandes resultados favoraveis. Ainda, nota-se grande diversidade de metodologias utilizadas em en-
saios sobre a agdo antifungica, sendo que os mais usados séo disco difuséo e orificios em agar (33).

SaBios: Rev. Satde e Biol., v.16, €021006, 2021 - ISSN 1980-0002 E
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Considerando que a fitoterapia esta presente desde muitos anos na nossa ro-
S B tina, e para os mais variados beneficios, nota-se bem evidenciados na literatura
Revigesmlgi cientifica os relatos do uso de plantas medicinais pela populagéo, indicando que quase
a totalidade dos individuos alguma vez durante a vida ja fizeram uso de um tipo de
principio ativo fitoterapico, sendo que as plantas apresentam propriedades terapéuti-

cas distintas na qual o alecrim traz notaveis efeitos em relagéo ao seu uso (34).

Diversos estudos j& foram realizados com o intuito de testar o extrato aquoso e 6leo essencial do R.
officinalis contra cepas de Candida spp., assim como de bactérias patdgenas conhecidas, como E. coli
e S. aureus. Guimaraes et al. (25) realizaram um ensaio experimental com o objetivo de testar o efeito
do ¢6leo essencial e do extrato aquoso de R. officinalis contra cepas ATCC de E. coli e S. aureus, os
guais demonstraram atividade inibitéria. Esse resultado foi obtido por meio da metodologia de orificio
em Agar Mueller Hinton, com 60 pl do extrato e do 6leo e incubadas por 24h e resultados verificados
por meio da leitura dos diametros dos halos.

Fenner et al. (35) avaliando as plantas medicinais utilizadas pela populacdo brasileira que pos-
suem atividade antifiingica comprovada, relataram ao todo 409 espécies de vegetais utilizadas, dentre
essas o R. officinalis com resultados positivos no tratamento de sinais e sintomas correlacionados
com as infecgbes fungicas.

Os componentes nao volateis sdo substancias solidas, como por exemplo as folhas e caule do alecrim
como seu extrato bruto. O diterpenos fendlico séo metabdlicos secundarios da classe dos terpendides.
Em sua base, possuem trés componentes 0s quais sdo encontrados na composi¢ao do alecrim e que
possuem acdes antioxidantes e antimicrobiana: carnosol, acido carndsico, acido rosmarinico, esses
componentes sao 0s mais conhecidos que disponibilizam efeitos farmacolégicos da planta, podendo
ainda ter bastante acdo contra bactérias e fungos (3,9,36-37).

Os trés componentes sao encontrados principalmente na folha do alecrim quando ainda pura em sua
esséncia, sem misturas, por isso um componente ndo volatil (38).

O acido rosmarinico é um polifenol derivado do acido caféico e do acido 3,4-dihidroxifenilacético, é
identificado em vérias plantas no Brasil; foi isolado por Scarpati e Oriente em 1958 pela primeira vez
na histéria, oriundo das folhas do R. officinalis (39).

De todos os estudos realizados, ainda nenhum foi destinado para descobrir qual dos componentes
presentes no alecrim in natura tem maior acdo antifingica, porém suas combinacdes acabam tendo
grande efeito positivo.

E de conhecimento geral que apenas as folhas do alecrim séo utilizadas para fins de culinaria, infus&o
e dentre outras utilidades, antigamente o caule era queimado e usado para aromatizar o ambiente visto
liberar substéncias muito Uteis para a salde, as quais estao dispostas nas folhas. Por esse motivo, no
presente estudo foi usado também o caule para testar sua inibigdo.

CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a inibicdo das cepas de Candida spp. frente aos antifingicos comerciais testados no
presente estudo, nota-se que o uso R. officinalis in natura, apresenta resultados de grande relevancia
no campo da salde redirecionando seu uso ao tratamento de infec¢des antifingicas.

Entretanto, como ja mencionado, ainda ndo foram feitos estudos para saber qual dos componentes do
alecrim é o0 que possui mais acao antifingicas, sendo assim, necessita-se mais estudos nessa area
para fins de utilizar a planta em maior escala.

SaBios: Rev. Satde e Biol., v.16, €021006, 2021 - ISSN 1980-0002
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