UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA EDUCACAO - ICED
PROGRAMA DE CIENCIAS NATURAIS — PCNAT
CURSO DE LICENCIATURA INTEGRADA EM BIOLOGIA E QUIMICA-
BIOLOGIA

VANESSA MACIEL FERNANDES

COMPOSICAO Q,UI'MICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-
CANDIDA DO OLEO ESSENCIAL DE Lippia origanoides Kunth
(Verbenaceae)

Santarém-PA
Margo de 2018



VANESSA MACIEL FERNANDES

COMPOSICAO Q,UI'MICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-
CANDIDA DO OLEO ESSENCIAL DE Lippia origanoides Kunth
(Verbenaceae)

Trabalho de Conclusdo de Curso de
Graduacdo apresentado ao Instituto de
Ciéncias da Educacdo, da Universidade
Federal do Oeste do Pard, como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de
Licenciatura Integrada em Biologia e
Quimica.

Area de habilitacio: Biologia

ORIENTADOR
Dr. RICARDO BEZERRA DE OLIVEIRA

Coorientador(a): SANDRA LAYSE FERREIRA SARRAZIN

Santarém-PA
Marco de 2018



Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicacao (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIBI/UFOPA

F363c Fernandes, Vanessa Maciel
Composigao quimica e avaliagéo da atividade anti-candida do éleo es-
sencial de Lippia origanoides Kunth (Verbenaceae) / Vanessa Maciel Fer-
nandes. — Santarém, Para, 2018.
47 fls.
Inclui bibliografias.

Orientador Ricardo Bezerra de Oliveira

Coorientadora Sandra Layse Ferreira Sarrazin

Trabalho de Concluséo de Curso (Graduacgdo) — Universidade Federal do
Oeste do Para, Instituto de Ciéncias da Educacgao, Curso de Licenciatura Integra-
da em Biologia e Quimica.

1. Fungos. 2. Oleos essenciais. 3. Candida. |. Oliveira, Ricardo Bezerra de,
orient. |l. Sarrazin, Sandra Layse Ferreira, coorient. Ill. Titulo.

CDD: 23 ed. 616.969

Bibliotecario - Documentalista: Eliete Sousa — CRB/2 1101



TERMO DE APROVACAO

Este Trabalho de Concluséo de Curso foi analisado pelos membros da Banca Examinadora,
abaixo assinados, sendo considerado com conceito:

APROVADO EM: / /

BANCA EXAMINADORA

Dr. Ricardo Bezerra de Oliveira— UFOPA

Dr?. Valéria Mouréo de Moura - UFOPA

Prof? Msc. Chieno Suemitsu — UFOPA

Santarém-PA
Marco de 2018



“Talvez nao tenha conseguido fazer o melhor, mas
lutei para que o melhor fosse feito. Ndo sou o que

deveria ser, mas Gracas a Deus, ndo sou 0 que era
antes”.

Marthin Luther King



LISTA DE TABELAS

Tabelal Composicdo quimica do Oleo essencial de Lippia origanoides
KUNENL e 26

Tabela2  Potencial antifungico do 6leo essencial de Lippia origanoides contra

espécies do género Candida............ccoovvviviiiiiiiiiii 39



Figura 1
Figura 2

Figura 3

LISTA DE FIGURAS

Aspecto geral da espécie Lippia origanoides Kunth...............cccccevveieneen,
Distribuigéo geografica de Lippia origanoides



LISTA DE ABREVIATURAS

pl/mL —microlitros por mililitros

AIDS — Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

ATCC — Colecdo de Culturas Tipo Americana

CG-EM — Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massa
CO2- dioxido de carbono

DO - Densidade Otica

eV — eletron volts

FID - Detector por ionizagdo de chama

GP - Galato de Propila

GPS — Sistema de Posicionamento Global

H20 - agua

MIC/CIM: Concentragéo Inibitoria Minima

mL — mililitro

MOPS - 3 (N- morfolino) propanosulfénico

NCCLS — National Commite for clinical laboratory standarts
nm — Nandmetro

OE — Oleo Essencial

p/v - partes por volume

Psi - libra forga por polegada quadrada

RPMI — Roswell Park Memorial Institute

UNESCO - Organizacao das Nac6es Unidas para a Educacéo, a Ciéncia e a Cultura



AGRADECIMENTOS

A Deus pela bencéo da vida e por sempre me permitir amadurecer através dos obstéaculos.

A minha familia que esteve ao meu lado em todos os momentos. Em especial a minha mae
Lucilena, pelo exemplo de coragem, perseveranca e forca, meu pai José Carlos pelo apoio e
confianga, minhas tias Nazaré e Bia por todo carinho e 6timas conversas de conforto, minha
sobrinha Bianca por todos os sorrisos e por ser a esperanca de dias melhores.

Ao meu querido e amado Jhonata, pelo companheirismo, compreensdo e amor. Passei por
muitas aflicGes e vocé sempre segurou a minha méo e conseguiu uma forma de me tranquilizar.
Tenho certeza que nossa relacéo é especial e Unica.

A Dra. Sandra Layse Ferreira Sarrazin pela orientacio, paciéncia e disponibilidade em ensinar.
Sua compreenséo e dedicagdo foram fundamentais.

Aos meus professores da Graduagdo, Alfredo, Teston, Thais, Michella, Ricardo, Yukari, Fébio,
Hamilton, Chieno, Gabriel, Ademir e Kétia por toda dedicacdo em ensinar e preparar cada um
de seus alunos.

Ao Prof. Dr° Fabio Rogério Rodrigues dos Santos, por toda dedicagdo em passar conhecimento,
amizade sincera e apoio.

A Prof? Msc. Chieno Suemitsu, por compartilhar conosco toda a sua sabedoria em ciéncias,
assim como as valiosas ligdes de vida.

Aos meus queridos colegas de graduacdo, Carlos, Daiane, Elaine, Fernanda, Heldervan,
Janeclissier, Leandro, Lorena, Maria Cristiane, Patrick, Rogério e Samela, por todas as risadas,
brigas e choros, tudo isso de alguma forma contribuiu para nossa formacgéo profissional e
pessoal. Em especial, Heldervan que com seu conhecimento nerd de computadores muito me
salvou durante a graduacao.

Ao querido amigo Carlos Rafael Melo Dezincourt por todo apoio, incentivo, assisténcia e pela
grande parcela de ajuda na finalizacao desse trabalho, dando sentido a frase “amigo € coisa pra
se guardar...”

As minhas queridas amigas, Gabriela Pedostos, Lorena Viana, Relly Lima, Paula Buchalle,
Sabrina Almeida e Daianny Andrade por toda amizade e torcida, nesse percurso e na vida.

Ao Laboratorio de Bioprospeccao e Biologia Experimental por ceder espaco e material para
que as pesquisas e testes fossem realizados.

Agradeco a todos que de certa forma tornaram meu caminho mais feliz e, direta ou
indiretamente, contribuiram para a realizacao deste trabalho.



RESUMO

Infecgdes fungicas compdem um crescente e significativo problema de sadde publica.
Das infecgdes causadas por fungos, a Candidiase destaca-se por seu comportamento oportunista
enddgeno, uma vez que ocorre em tecidos de hospedeiros que apresentam comprometimento
de seus sistemas especificos ou inespecificos de. O constante surgimento de cepas resistentes
aos principais antifingicos convencionais tem levado pesquisadores a corrida em busca de
novas alternativas eficazes e seguras. Dessa forma, importante estudo relacionado com a
atividade antifungica de produtos de origem vegetal vem apresentando resultados promissores
na descoberta de principios ativos que poderdo ser utilizados no tratamento de infeccdes
causadas por microorganismos, entre eles, os fungos. O objetivo da pesquisa foi determinar a
composi¢do quimica e avaliar o potencial anti-candida do 6leo essencial de Lippia origanoides
Kunth. A composic¢do quimica do 6leo essencial de L. origanoides foi determinada por meio
da técnica de CG-EM (Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa), apresentando
carvacrol (47,2%) e timol (12,8%) como principais compostos volateis. Para avaliar o potencial
anti-Candida de L. origanoides, foram utilizadas duas metodologias: disco difusdo em agar e
microdiluicdo em caldo. O 6leo essencial de L. origanoides foi testado contra 3 cepas de
leveduras: Candida albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, apresentando eficacia na inibi¢cdo
de crescimento das trés cepas avaliadas, com halos de inibi¢do variando entre de 44,1 + 0,3,
30,6 £ 0,2 e 24,0 £ 0,1 mm de didmetro, respectivamente. As CIM (Concentragdo Inibitoria
Minima) foram determinadas em 0,62 pl/mL frente a C. albicans, 0,30 pl/mL frente a C.
tropicalis e 0,18 pl/mL frente a C. parapsilosis. Fluconazol, revelou valores de CIM de 0,125
para C. albicans e C. tropicalis, e 0,010 para C. parapsilosis. Assim, observa-se que o 6leo
essencial de L. origanoides apresentou atividade contra trés cepas de Candida, e que sua
capacidade de diminuir ou eliminar o microrganismo depende da concentracdo ensaiada.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos, 6leos essenciais, Candida



ABSTRACT

Fungal infections make up a growing and significant public health problem. Of the infections
caused by fungi, Candidiasis stands out for its endogenous opportunistic behavior, since it
occurs in host tissues that present compromise of its specific or non-specific defense systems
The constant emergence of strains resistant to the main conventional antifungals has led
researchers to race in search of new effective and safe alternatives. Therefore, important studies
related to the antifungal activity of products of plant origin have shown promising results in the
discovery of active principles that can be used in the treatment of infections caused by
microorganisms, among them fungi. The objective of the research was to determine the
chemical composition and to evaluate the anti-candida potential of the essential oil of Lippia
origanoides Kunth. The chemical composition of the essential oil of L. origanoides was
determined by means of the GC-EM (Gas Chromatography - Mass Spectrometry) technique,
presenting carvacrol (47.2%) and thymol (12.8%) as the main volatile compounds. To evaluate
the anti-Candida potential of L. origanoides, two methodologies were used: disc diffusion in
agar and microdilution in broth. The essential oil of L. origanoides was tested against 3 yeast
strains: Candida albicans, C. tropicalis and C. parapsilosis, showing efficacy in the inhibition
of growth of the three strains evaluated, with inhibition halos ranging from 44.1 £ 0, 3, 30.6 £
0.2 and 24.0 £ 0.1 mm in diameter, respectively. The MICs (Minimal Inhibitory Concentration)
were determined in 0.62 ul / mL against C. albicans, 0.30 pl / mL against C. tropicalis and 0.18
ul / mL against C. parapsilosis. Fluconazole, revealed MIC values of 0.125 for C. albicans and
C. tropicalis, and 0.010 for C. parapsilosis. Thus, it is observed that the essential oil of L.
origanoides showed activity against three strains of Candida, and that its ability to decrease or
eliminate the microorganism depends on the concentration tested.

KEYWORDS: Fungi, Essential Oils, Candida
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1. INTRODUCAO

Infecgdes fungicas compdem um crescente e significativo problema de sadde publica
(COLOMBO et al., 2007). Das infecgdes causadas por fungos, a Candidiase destaca-se por seu
comportamento oportunista enddgeno, uma vez que ocorre em tecidos de hospedeiros que
apresentam comprometimento de seus sistemas especificos ou inespecificos de defesa
(ABRANTES et al., 2013).

Candida albicans representa o0 agente etioldgico mais frequente, porém, outras
leveduras ndo Candida albicans tais como C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C.
stellatoidea, C. tropicallis, entre outras espécies, tém apresentado importancia como agente
etioldgico das infecgdes fungicas (OLIVEIRA LIMA et al., 2006)

O tratamento convencional da candidiase tem encontrado barreiras relacionadas
principalmente a reduzida quantidade de agentes antifungicos disponiveis, bem como pela
toxicidade atribuida a diferentes classes de antimicrobianos convencionais, além do crescente
aumento de espécies resistentes a esses medicamentos (ABRANTES et al., 2013).

O constante surgimento de cepas resistentes aos principais antiflngicos convencionais
tem levado pesquisadores a corrida em busca de novas alternativas eficazes e seguras. Dessa
forma, importantes estudos relacionados com a atividade antifungica de produtos de origem
vegetal (COUTINHO et al., 2009; ZAPATA et al., 2010; YAYA et al., 2011 e OLIVEIRA et
al., 2011) vem apresentando resultados promissores na descoberta de principios ativos que
poderdo ser utilizados no tratamento de infecgdes causadas por microorganismos, entre eles, 0s
fungos.

Nesse contexto, os Oleos essenciais (OE), produto derivado do metabolismo
secundario de plantas (BURT, 2004), constituem uma rica fonte de compostos biologicamente
ativos, que podem representar uma alternativa viavel contra os mecanismos de resisténcia
antifangica (CASTRO, 2010).

A espécie Lippia origanoides, pertencente a familia Verbenaceae, apresenta OE rico em
carvacrol e timol, dois compostos conhecidos por apresentarem potencial contra diferentes
microrganismos (PASCUAL et al., 2001). Neste contexto, a avaliagdo do potencial anti-
Candida do OE de L. origanoides pode contribuir como uma nova alternativa no combate a
resisténcia antifungica, uma vez que abrange uma vasta linha de microrganismos contra os quais
tem sido testado, incluindo microrganismos que deterioram alimentos (DAFERERA, 2003;
PEREIRA et al., 2006; SINGH et al., 2008; SARRAZIN et al., 2015), fungos patogénicos
(EZZAT, 2001; MANOHAR et al., 2001; CHUANG et al., 2007; GAZIM et al., 2008),
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fitopatogenos (ZHAO et al, 2010) e bactérias produtoras de toxinas alimentares (LIS-
BALCHIN e DEANS, 1997; ULTEE et al., 1999; KOTZEKIDOU et al., 2008).
Considerando o potencial farmacologico da referida espécie vegetal, bem como a
importancia de fontes alternativas ao uso de antifangicos tradicionais; neste trabalho analisamos
a composi¢do quimica do OE extraido de folhas de L. origanoides proveniente da cidade de
Santarém, Par@, Brasil, bem como seu potencial antifngico frente a cepas de Candida albicans,

C. tropicalis e C. parapsilosis.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos

Fungos sdo microrganismos eucarioticos, classificados como seres heterotroficos por
ndo apresentarem pigmentos fotossintéticos, capazes de realizar absorcéo de energia luminosa
e utiliza-la para sintese de compostos organicos, e aproveitarem a energia inclusa nas ligaces

guimicas de varios nutrientes (SIDRIM et al.,2004).

Estes microrganismos constituem um grupo abundante e diversificado na natureza,
integrados em varios nichos no ambiente, incluindo a microbiota de homens e animais.
Conforme sua morfologia, os fungos podem ser classificados em filamentos, leveduras e
dimorficos, e podem ser caracterizados como estruturas unicelulares ou multicelulares
(PRADO, 2007). Esta diferenciacdo faz-se em resposta a alteracdes de fatores ambientais, tais
como temperatura, nutrientes, tensdo de COz2 e 0s potenciais de oxidacao-reducdo. (FERREIRA
et al.,2006).

Os fungos sdo responsaveis por infeccGes conhecidas como micoses, e podem ser
classificadas conforme os tecidos que atingem, em: micoses superficiais, localizadas nas
camadas mais superficiais da pele ou dos pélos; micoses cutaneas ou dermatomicoses, que
localizam-se na pele, pélo ou unhas; micoses subcutaneas; localizadas na pele e tecidos
subcutaneos, micoses sistémicas ou profundas atingindo 6rgédos internos e visceras, € micoses
oportunistas que atingem o0s pacientes imunocomprometidos por doencas de base, como
diabetes, ou entdo os que sd@o submetidos a tratamentos com uso de corticoidoterapia,
imunossupressores e antibioticoterapia (TRABULSI e ALTERTHUM, 2004).
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Infecgdes fungicas compdem um crescente e significativo problema na saude publica,
devido ao aumento gradual de ocorréncia nas Gltimas décadas, muitas vezes em ambiente
hospitalar. Assim, a mortalidade e morbilidade, ocasionadas por esta patologia tém apresentado
proporcdes mais elevadas nos ultimos anos (GARCIA-RUIZ et al., 2004; ALANGADEN,
2011). Entre os fungos oportunistas, as espécies pertencentes ao género Candida sdo 0s
principais agentes etiologicos causadores das infec¢fes nosocomiais (infecgbes contraidas
durante estadia em hospital) (COLOMBO et al., 2007).

2.2 O Género Candida

O género Candida é constituido de fungos leveduriformes, unicelulares e hialinos, que
formam colénias de coloracdo branca, textura glabrosa imida e superficie lisa (RAPOSO et

al.,1996; MORETTI et al., 2004), taxonomicamente inclusos no grupo dos Ascomicetos.

E uma levedura que integra a microbiota do corpo humano, colonizando a pele e
mucosas dos tratos digestivos e urindrio, bucal e vaginal. Hoje existem aproximadamente
duzentas leveduras inclusas no género Candida, e destas, pouco mais de 20 espécies sdo
responsaveis por infeccdes no homem. Sdo consideradas o principal grupo de fungos patdégenos
oportunistas, representando cerca de 8 a 10% das causas de infeccdes nosocomiais (HOSSAIN
et al., 2003, BORG-VON et al., 2007, KUMAR et al., 2008, KARKOWSKA-KULETA et al.,
2009, NEGRI et al., 2010).

Dos fungos considerados patogénos humanos, Candida spp. € importante causa de
morbidade e mortalidade substanciais (DEORUKHKAR e SAINI, 2016). Candida albicans,
por exemplo, estd entre as causas mais comuns de infec¢bes fangicas humanas em todo o
mundo; no entanto, espécies ndo-C. albicans, tais como Candida parapsilosis, Candida
tropicalis e Candida glabrata sdo frequentemente identificadas como patégenos humanos
(SILVA et al., 2012).

Candida albicans é a principal espécie causadora de infecgdes conhecidas como
candidiase. E considerado o patdgeno oportunista mais comum na espécie humana
(OLIVEIRA; MAFFEI; MARTINEZ, 2007), representando 50% do total das infecgdes
causadas pelo género Candida (CASTON-OSORIO et al., 2008; WEINDL et al., 2010;
ALANGADEN, 2011). Foi o primeiro fungo patogénico a ter o genoma sequenciado, o que
tornou uma variedade de experimentos possiveis, além de um consideravel avango na biologia
deste fungo (MAGEE e MAGEE, 2005).
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Candida parapsilosis € um microrganismo ubiquo comumente isolado do ambiente no
solo, naagua e nas plantas (LUPETTI etal., 2002). E considerada como um agente de infecgdes
exogenas, conseguindo colonizar a pele (ALANGADEN, 2011), apresenta-se como a principal
responsavel por candidiase invasiva, sendo observada por diferentes pesquisadores (CELEBI
et al.,, 2007). Tornou-se um patdgeno emergente de grande importancia, pois é um dos
principais agentes causadores de doengas em alguns centros hospitalares, sendo relatada em
15,5% das candidemias na América do Norte, 16,3% na Europa e, em maior incidéncia, 23,4%,
na América Latina (MATTIELLO, 2015).

Candida tropicalis é considerada atualmente a segunda causa de candidiases graves em
pacientes imunocomprometidos, depois de C. albicans (FISHER e COOK, 2001). Possui
relevante potencial biolégico como agente oportunista, e vem sendo relatada como o segundo
ou terceiro agente etiolégico mais comum de candidemia em pessoas com neoplasias, sendo

sua maior ocorréncia em leucemias e menor em tumores sélidos (WINGARD, 1995).

2.3 Resistencia antifingica

A constante ocorréncia de infeccBes por espécies de Candida tem aumentando nas
ultimas décadas, fazendo com que a candidemia seja uma infeccdo presente nos ambientes
hospitalares (ZARDO, 2004), e atingem principalmente individuos que usam drogas
imunossupressoras para transplante de érgdos, debilitados por cancer e em tratamento intensivo
de quimioterapicos, que fazem vasto uso de antibi6ticos, que possuem alimentacdo parental,
além de pacientes soropositivos (WANKE e HARVEY, 2008).

O consideravel aumento no indice de infecgdes fungicas em pacientes
imonudeprimidos/imunocomprometidos gera um uso macico de antifingicos por via sistémica,
de forma profilatica ou terapéutica, o que vem revelando o problema de desenvolvimento de
resisténcia antifingica (MAFFEI, 2016).

Os frequentes erros no tratamento de infec¢des micoticas tém alertado para o relevante
problema do mecanismo de resisténcia aos agentes antifungicos. O aumento da resisténcia a
antifingicos chama a atencéo para a necessidade do desenvolvimento de estratégias que evitem
a sua dispersao entre os fungos (MENEZES, 2009).

Os primeiros relatos que apresentam resisténcia a Candida aconteceram em pacientes
com candidiases mucocutaneas, tratados com cetoconazol, porém, a partir da epidemia de AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), esse problema ganhou grande importancia
(NUCCI e COLOMBO, 2002). C. albicans, por exemplo, apresenta sensibilidade a todas as
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drogas antifingicas de uso sisttémico, contudo, casos de resisténcia adquirida a azolicos sdo
conhecidos em pacientes que foram expostos prolongadamente a tais medicamentos (SILVA et
al., 2002).

O surgimento de cepas resistentes e um maior numero de pacientes
imunocomprometidos ou em fatores de risco, tem determinado um crescimento na ocorréncia
de infec¢Bes fungicas nas Ultimas décadas (SANTOS JR., 2005). Este fato, relacionado ao
progressivo uso de drogas antifingicas tem colaborado para o surgimento de leveduras
resistentes, dessa forma tem-se buscado através de pesquisas, alternativas para que tal problema
seja solucionado por meio da producédo de novas moléculas antimicrobianas a partir de recursos

naturais, que causem menores efeitos colaterais aos pacientes.

2.4 Plantas com potencial antifungico

Os problemas de salde publica exigem modelos médicos de baixo custo que possam
garantir praticas de promogdo e recuperagdo da salde (LUZ, 2003). Assim, a fitoterapia vem
se destacando, o crescimento da procura pelos consumidores, a evolucéo no que diz respeito a
regulamentacéo e a estudos cientificos tem sido observado em todo o mundo (BRANDAO,
2005).

O Brasil é um pais conhecido por sua variedade de produtos de origem vegetal. Segundo
a UNESCO (Organizacdo das NagOes Unidades para a Educacdo, Ciéncia e Cultura), o Brasil
apresenta cerca de 20% das 250 mil espécies medicinais catalogadas, tornando viavel a
aplicacdo do potencial curativo dos vegetais para o tratamento de doencas (NUNES, 1999;
SOUSA et al., 2012). Isso gera um crescente interesse cientifico na corrida pela busca de
produtos de origem vegetal com propriedades medicinais.

Tem-se verificado na literatura o registro da eficiéncia de extratos vegetais e OE
adquiridos de diversas espécies botanicas, tais como cravo-da-india (Syzygium aromaticum)
(PINTO et al., 2009), alho (Allium sativum L.) (Khan e Katiyar, 2000), matico (Piper aduncum
L.) (SANTOS et al., 2014), alecrim (Rosmarinus officinalis L.) (OZCAN e CHALCHAT,
2008), manjerona (Origanum majorana L.) (VAGI et al., 2005), manjericdo (Ocimum
basilicum L.) (SAGGIORATTO et al., 2012).
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2.5 Familia Verbenaceae

A familia Verbenaceae possui cerca de 34 géneros e 480 espécies (STEVENS, 2001), e
encontra-se vastamente distribuida em regiGes temperadas e tropicais (JUDD et al., 2009), e é
composta por subarbustos e ervas anuais a perenes (SALIMENA, 2000).

A familia pertence a ordem Lamiales cujo vinculo entre familias permanece mal
resolvido (SOLTIS et al., 2005). Verbenaceae ocorre em regifes tropicais, subtropicais e
temperadas da América, Africa e India, bem como um dos centros de maior diversidade as
regides subtropicais da America do Sul (SANDRES, 2001).

Na flora brasileira constam para Verbenaceae, 17 géneros e cerca de 250 espécies
(SOUZA e LORENZI, 2005). Esta familia dispbe de um enorme potencial em variadas
indUstrias, tais como, cosmética e perfumaria, téxtil, alimenticia e farmacéutica (STASHENKO
et al., 2003). Nesta Gltima, os principais géneros que englobam espécies medicinais sdo Lippia,
Verbena e Stachaytarpheta (SISTASI et al., 2002). O valor econdmico de espécie pertencentes
a este género é conferido ao seu uso como fonte de OE e extratos com uma diversidade de
propriedades, entre elas, antiflngica, larvicida, antibacteriana, dentre outras (BARRETO et al.,
2014; SARTORATTO et al., 2004; STASHENKI et al., 2013).

2.6 Género Lippia

O género Lippia inclui cerca de 120 espécies de ervas, com vasta distribui¢cdo na
América do Sul, América Central e Africa Tropical (PASCUAL et al., 2001; TERBLANCHE
et al., 1996). No Brasil, o género Lippia é representado por aproximadamente 88 espécies que
compartilham semelhancas estruturais durante o periodo de floracdo e por seu aroma, que
geralmente é forte e agradavel (OLIVEIRA et al., 2007), sendo principalmente localizadas nos
Estados de Minas Gerais, Goiés e Bahia (GOMES et al., 2011).

O Brasil € um dos principais centros de diversidade do género Lippia, abrangendo cerca
de 70 a 75% das espécies conhecidas, sendo a ampla representatividade na Cadeia do Espinhaco
em Minas Gerais e nos Campos rupestres do estado de Goias (VICCINI et al., 2005).

Na regido Nordeste do Brasil, algumas espécies de Lippia sao utilizadas na medicina
popular para tratar gripes, tosses, bronquites e resfriados, outras tém uso contra estados de
excitacdo, nauseas e hipertensdo (DI STASI et al., 2009; HENNEBELLE et al., 2008).
Geralmente, as partes utilizadas sdo as folhas e flores, sendo utilizadas na forma de infuséo ou

decoccéo; por meio de emplastos ou ainda consumidos via oral em forma de chd (MESA et al.,
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2009). Além de suas funcionalidades medicinais, as folhas de grande parte das espécies séo
utilizadas na preparacao de alimentos (MORTON, 1981).

Pesquisas realizadas com OE de espécies deste género tém demonstrado importantes
propriedades farmacologicas, tais como atividade antibacteriana, antifungica e antiparasitaria
(BOTELHO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007).

Os principais componentes quimicos encontrados nos OE de espécies do género Lippia
sdo: a-pineno, p-cimeno, limoneno, R-cariofileno, linalol, canfora, carvacrol e timol. Entre tais,
carvacrol e timol sdo descritos como potenciais agentes antimicrobianos (KUNLE et al., 2003;
NOSTRO et al., 2004, 2007; TROMBETTA et al., 2005; KORDALI et al., 2008; LIOLIOS et
al., 2009; RIVAS et al., 2010).

2.7 Espécie Lippia origanoides

Lippia origanoides é uma arvore de pequeno porte ou arbusto aromatico, com
aproximadamente 3 m de altura (VICUNA, 2010) (Fig. 1).

Figura 1: Aspecto geral da espécie Lippia origanoides Kunth

Esta espécie é uma planta medicinal oriunda da América Central (México, Guatemala
e Cuba) e Norte da América do Sul (Guiana, Venezuela, Brasil e Colémbia) (PARRA, 2007).
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Figura 2. Distribui¢do geogréfica de Lippia origanoides Kunth

E abundantemente utilizada na culinaria e na medicina popular, principalmente para
tratar doencas respiratdrias e gastrointestinais (OLIVEIRA, 2004; PASCUAL et al., 2001).
Possui diferentes nomes populares, como alecrim pimenta, alecrim-do-campo, alecrim-
d’Angola e salva-de-Marajo (PASCUAL et al., 2001). Na Colémbia, é chamada de “orégano
de monte” e na Venezuela ¢ conhecido como orégano selvagem. No México, L. origanoides é
chamado de orégano, e na farmacopéia mexicana é reconhecido como um substituto para o
orégano comum — L. graveolens Kunth (SOUZA, 2015).

Este arbusto apresenta folhas simples e opostas, de tamanhos alternados, em decorréncia
de adaptacbes fisiologicas e morfoldgicas em resposta a exposicdo a luz (PARRA e
RODRIGUEZ, 2007) (Fig. 3). Caracteriza-se por pubescéncia em 0Orgdos vegetativos e
reprodutivos, com relatos de tricomas ndo regulares retos, rigidos e pontiagudos, além de
tricomas glandulares. Apresenta inflorescéncia frondosa, livre e com bracteas apicais
(O’LEARY et al., 2012). Normalmente é encontrada em ambientes secos, onde os solos séo

rasos, pobres em materia organica e pedregosos (ALBESIANO et al., 2003).
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Fig. 3. Folhas e inflorescéncias de Lippia origanoides Kunth

No decorrer dos anos a espécie vem sendo amplamente estudada, principalmente no que
diz relacdo a composicdo de seu OE, assim como suas provaveis atividades. Os resultados
obtidos sdo volumosos e apresentam-se propicios no que se refere a ensaios de atividade contra
diversos microrganismos, dentre eles Spongospora subterranea, Sclerotium rolfsii,
Macrophomina phaseolina; Rhizoctonia solani, Bipolaris maydis, Mycosphaerella fijiensis,
Mycobacterium tuberculosis, Candida sp., Leishmania chagasi, Trypanosoma cruzi,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp (VICUNA; STASHENKO;
FUENTES, 2010; SILVA et al., 2010; CAVALCANTI et al., 2010; REIS et al., 2011;
FERNANDES et al., 2012, entre outros). Entre 0s microrganismos mais testados estéo: Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus mutans, Candida
albicans. Atividades acaricidas foram relatadas por Cavalcanti et al., (2010) e atividade
moluscicida e larvicida contra Biomphalaria glabrata e Aedes aegypti também é descrito em
Matos e Oliveira (1998).

2.8 Oleos essenciais

Os OE também chamados de 6leos volateis, 6leos etéreos ou esséncias, sao liquidos
aromaticos de baixa densidade, derivados do metabolismo secundario de plantas (BURT,
2004).

A volatilidade, sabor e aroma especificos sdo apontados como principais caracteristicas
dos OE, e por agregarem sabor a alimentos e bebidas, devido seu aroma. Sdo estudados por
serem produtos naturais muito bem aceitos pelos consumidores, possivelmente pela forte razdo
de ndo apresentarem riscos a saude e conter propriedades multifuncionais. Entre tais
propriedades, citam-se a antibacteriana, antifingica, inseticida, antiparasitaria e a sequestradora
de radicais (SACCHETT] et al., 2005).
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Nas plantas, os OE desempenham um importante papel em funcéo de protegé-las de
possiveis pragas ou infecgdes, por meio de sua agdo inseticida, antibacteriana e antiflngica.
Continuamente tem sido estabelecido cientificamente que aproximadamente 60% dos OE
possuem propriedades antifungicas e 35% exibem propriedades antibacterianas
(BHAVANANI; BALLOW, 1992).

Através de seus fortes sabores ou odores, os OE também conseguem afastar animais
herbivoros, fazendo com que o apetite pela planta em questdo seja reduzido. Em contrapartida,
podem apresentar também a funcdo de atrair determinados insetos para que seja retirado o polen
da planta e assim a polinizacdo seja facilitada (BAKKALI et al., 2008, CUNHA et al., 2012).

Os OE podem ser encontrados em diferentes partes das plantas, tais como, folhas,
caules, flores, raizes, sementes ou rizomas. Ainda gque extraidos de diferentes partes de uma
mesma planta e apresentarem coloragdo e aspecto parecidos, os OE podem apresentar
composicdo quimica, caracteristicas fisico-quimicas e odores diferentes de acordo com sua

localizacdo na espécie vegetal. (ROBBERS et al, 1997).

Quimicamente, apresentam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, éxidos, peroxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas, cumarinas, até compostos de enxofre. O perfil terpénico geralmente
apresenta substancias formadas de moléculas de dez e de quinze carbonos (monoterpenos e
sequiterpenos), porém, de acordo com o método de extracdo e a composicao da planta, terpenos
menos Vvolateis podem surgir na composicdo do OE (OLIVEIRA et al., 2006; SIMOES et al.,
2010).

A extracdo do OE pode ser realizada por meio de diversos métodos, utilizando solvente
organico, COg, arraste a vapor, prensagem de pericarpos, enfloracdo, hidrodestilacdo, entre
outros. O tipo de extracdo pode variar de acordo com o uso do 0leo, assim como a quantidade
do produto obtido pode variar em quantidade, qualidade e composi¢do em decorréncia do clima,
solo, idade, ciclo vegetativo e 6rgdo da planta (ANGIONI et al., 2006). Grande maioria dos
OE sdo obtidos atraves de destilacdo a vapor, ou, de forma geral, por hidrodestilacéo
(GUENTHER, 1972). Este método é baseado no poder de volatilizagdo dos constituintes dos
vegetais. Para que seja obtido o OE, o material vegetal é posto em contato com a agua, e
posteriormente s&o levados a ebulicdo. O equipamento que realiza esse processo de extracdo

em escala laboratorial é o aparelho de Clevenger modificado (SIMOES et al., 2007), que
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funciona de acordo com o sistema de destilacdo por arraste a vapor em consenso com o
preconizado pela quarta edicdo da Farmacopéia Brasileira (SIMOES; SPITZER, 2004).

Das diferentes propriedades bioldgicas atribuidas aos OE, observa-se um crescente
interesse em pesquisas por fitoterapicos capazes de combater infeccBes causadas por
microrganismos (KUETEA et al., 2009; ZHAO et al., 2010), uma vez que o uso indiscriminado
de antibioticos tradicionais, formulados principalmente a partir de substancias isoladas de
bactérias e fungos, favorecem uma pressao seletiva, o que contribui para o surgimento de cepas
resistentes a varios agentes antimicrobianos e antifingicos (MOTA et al., 2005).

Neste contexto, a avaliacdo do potencial anti-Candida do OE de L. origanoides pode

contribuir como uma nova alternativa no combate a resisténcia antifungica.

3. OBJETIVOS

3.1. Geral
e Determinar a composi¢do quimica e avaliar o potencial anti-Candida do OE de L.

origanoides Kunth.

3.2 . Especificos

e Determinar a composicdo quimica do OE de L. origanoides;

e Avaliar a atividade anti-Candida in vitro do OE de L. origanoides frente a leveduras do
Género Candida;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do OE de L. origanoides, capaz

de inibir o crescimento de leveduras do Género Candida.

4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Coleta e identificacdo da amostra vegetal

Partes aéreas (folhas e ramos finos) de L. origanoides foram coletadas na comunidade
de Alter do Ché&o, cidade de Santarém, Pard, Brasil, em Maio de 2015. A posicdo geogréfica
intermediaria das amostras foi determinada utilizando o Sistema de Posicionamento Global
(GPS), resultando nas seguintes coordenadas: 02°30'870"S e 54°56'416"W, a uma altitude de
aproximadamente 52 m acima do nivel do mar. O material boténico foi morfologicamente
identificado pela Dra. Fatima Regina Gongalves Salimena - Departamento de Botanica do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora, Brasil, onde um

exemplar foi depositado e catalogado sob o cddigo CESJ 64029.

4.2 Extracdo do 6leo essencial

Para que fossem obtidos os componentes volateis de L. origanoides, foram usadas ramos
frescos e folhas trituradas (100g) imersos em &gua destilada na propor¢do 1:10 partes por
volume (p:v). A extracao foi realizada pela técnica de hidrodestilagdo em aparelho modelo
Clevenger, adaptado a um baldo de fundo redondo com capacidade de 6.000 mL (MING et al.,
1996).

O tempo de extracdo foi firmado em 180 minutos, sendo determinado a partir do inicio
da fervura da dgua disposta no baldo. A extracdo do OE foi obtida em triplicata.

Apds a realizacdo da extracdo, o OE obtido foi conservado em recipientes de vidro
ambar, com etiquetas de identificacdo e acomodados sob refrigeracdo a temperatura de 5° C,
passando a compor a extratoteca aromatica do laboratorio de Bioprospeccdo e Biologia
Experimental da Universidade Federal do Oeste do Pard, com uso destinado aos ensaios

bioldgicos e determinacdo da composicao quimica.

4.3 Determinagdes da composi¢ao quimica

A analise quimica do OE foi realizada em cromatdgrafo gasoso (CG-EM-6890 Plus
Series) munido com detector seletivo de massa (Agilent, MSD 5973) e um amostrador
automatico (Agilent, 7863), sob as seguintes condi¢bes: DB-5 ms (60 m x 0,25 mm; espessura
da pelicula = 0,25 mm) coluna capilar de silica fundida; temperatura programada em 50 °C (5
min. em modo isotérmico), 150 °C (4 °C min-1 + 2 min. em modo isotérmico), 250 °C (5 °C
min-1+5 min. em modo isotérmico), 275 °C (10 °C min-1, mais 15 min. em modo isotérmico);

temperatura do injetor a 250 °C, injecéo tipo split (1 mL) e divisdo de fluxo ajustado para uma
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razéo de 30:1. O gas hélio foi utilizado como gas de arraste, com fluxo ininterrupto de 0,6 mL min-
e pressdo de entrada de 16,5 psi. Os espectros de massa foram alcancados por impacto eletrdnico
a 70 eV de energia. As temperaturas da camara de ionizacdo e a linha de transferéncia foram
mantidas a 230-285°C, respectivamente. Os dados quantitativos sobre os constituintes volateis
foram obtidos por normalizacdo de area de pico, utilizando um CG 6890 Plus Series, acoplado ao
detector FID, operado sob condic¢des parecidas do sistema de CG-EM. O indice de retencéo foi
calculado para todos os componentes volateis, utilizando uma série homologa de n-alcanos (C8-
C32, Sigma-Aldrich). Os componentes individuais foram identificados por comparagdo de ambos
os dados dos espectros de massas e indices de retencdo de compostos auténticos, previamente
analisados e armazenados em biblioteca particular, bem como com o auxilio de bibliotecas
comerciais contendo indices de retencdo e espectros de massas dos compostos volateis comumente

encontrados em 6leos essenciais.

4.4 Avaliacao da atividade antifungica

Para avaliar o potencial anti-Candida de L. origanoides, foram utilizadas duas
metodologias: disco difusdo em agar e microdiluicdo em caldo.

4.4.1 Microrganismos selecionados

As cepas de microrganismos utilizadas nos ensaios bioldgicos foram obtidas
comercialmente em forma liofilizada. Para o presente estudo foram utilizadas 3 diferentes cepas
de leveduras: Candida albicans (ATCC 24433), Candida parapsilosis (ATCC 90018) e
Candida tropicalis (ATCC 750).

4.4.2 Método de disco difuséo em Agar

Os ensaios para verificar o perfil de atividade anti-Candida do OE de L. origanoides
foram efetuados em triplicata pelo método padrdo de difusdo em agar, segundo Bauer et
al.,(1966). Este método baseia-se na difusdo, através do agar, de um antifingico impregnado
em um disco de papel-filtro. O microrganismo selecionado é entdo desafiado contra a substancia
biologicamente ativa, cuja difuséo leva a formagdo de halo de inibig&o de crescimento. Esse
método é qualitativo, e permite classificar o microrganismo em sensivel (MIC < 1 pl/mL),
intermediario (MIC = 2 ul/mL) ou resistente (MIC < 4 pl/mL) ao antimicrobiano (SEJAS et

al., 2003). Neste ensaio, 0 OE de L. origanoides foi testado contra 3 cepas de leveduras. Este
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método € estabelecido como padrdo pelo NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory
Standards).

4.4.3 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) - método de

microdilui¢do em caldo

O meio de cultura RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) foi utilizado como
meio de rotina para crescimento dos microrganismos. Foi preparado dissolvendo-se 10,4g do
meio em pd, em 900mL de H20 destilada e posteriormente tamponado com MOPS (3 (N-
morfolino) propanosulfénico), na concentracdo final de 0,165mol/L.

Para determinar a CIM, menor concentracdo do OE capaz de inibir o crescimento de
microrganismos, foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo, utilizando placas de 96
pocgos (NCCLS, 2002). O método consiste em diluir o OE em solucdo Tween 80 a 1 %, para
obtengdo das concentragdes finais de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31, 0,15 ¢ 0,07 uL/mL.

Os testes foram realizados em placas de 96 pogos, onde cada poco recebeu 90 pL da
concentracdo especifica de OE (2X concentrado), 90 pL de meio liquido RPMI (2 X
concentrado) e 20 pL do inoculo correspondendo a 1,5 x 10° UFC mL™. As culturas foram
incubadas a 27 + 2°C durante 24 h (NCCLS/CLSI, 2002). Para fins comparativos, Fluconazol
(Sigma-Aldrich, Séo Paulo - Brasil), em concentracéo variando entre 0,125 pg/mL a 64 pg/ml,
foi utilizado como controle padrdo positivo. Transcorrido o periodo de incubacdo, realizou-se
a leitura da absorbéncia, utilizando filtro com DO (densidade 6tica) de 625nm. Os testes foram

realizados em triplicata.

4.5 Analises estatisticas

Os resultados serdo expressos como média + desvio padrdo dos valores obtidos. A
significancia estatistica serd avaliada usando o teste de Tukey's, considerando como
significativos valores de p < 0,05. As analises foram realizadas no programa Prism, versao 3.0,

com nivel de confianca estabelecido em 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinac@es da composi¢ao quimica do o6leo essencial

Os compostos quimicos presentes no OE de L. origanoides foram identificados por meio
da técnica CG-EM (Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa). Dentre eles, 0s
principais compostos volateis encontrados foram carvacrol (47,2%) e timol (12,8%),
totalizando aproximadamente 60% do OE. Os demais componentes, em quantidades relevantes
foram p-cimeno (9,7%) e p-metoxitimol (7,4%). A tabela 01 exibe os resultados

cromatogréficos, demonstrado como percentual de area.

Tabela 01 - Composicéo quimica do 6leo essencial de Lippia origanoides.

Componentes IRcalc. IRt Oleo %
(2)-Hexen-3-ol 854 859 0,2
a-Tujeno 926 924 0,6
a-Pineno 934 932 0,4
1-Octen-3-ol 976 974 0,1
Mirceno 990 988 1,1
a-Terpineno 1016 1014 0,5
p-Cimeno 1025 1020 9,7
Limoneno 1026 1024 0,2
1,8-Cineol 1032 1026 1,3
y-Terpineno 1056 1054 0,2
Linalol 1098 1095 2,9
Umbellulona 1169 1167 0,3
Terpinen-4-ol 1176 1174 15
Timol metil éter 1234 1232 1,3
Isémero do timol/carvacrol (MW=150) 1282 - 0,4
Timol 1292 1289 12,8
Carvacrol 1299 1298 47,2
Timol acetato 1351 1349 0,4
Carvacrol acetato 1372 1370 0,6
Geranil acetato 1382 1379 0,6
(E)-Cariofileno 1418 1416 2,3
trans-a-Bergamoteno 1434 1432 0,2
a-Humuleno 1455 1452 0,3
p-Metoxitimol 1487 1484 7,4
B-Bisaboleno 1506 1505 0,3
(2)-a-Bisaboleno 1508 1506 0,2
p-Metoxicarvacrol (tent.) 1555 - 1,3

Oxido de cariofileno 1584 1582 1,6
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2-feniletil tiglato 1587 1584 0,2
Epoxido de humuleno |1 1611 1608 0,2
a-Eudesmol 1656 1653 0,1
a-Bisabolol 1686 1685 0,2
Sesquiterpenos ndo identificados 1,2
Total 97,8

IRcac = Indice de Retencdo calculado em coluna DB-5ms; IRLi: = Indice de Retencéo da
literatura (Adams, 2007).

Nos estudos de Oliveira et al., (2007), o OE extraido das folhas e flores de L.
origanoides apresentou em sua composicao quimica, predominantemente carvacrol (38,6%).
Estudos realizados por Sarrazin et al., (2015) demonstraram que a composi¢do quimica do OE
de L. origanoides, coletada em distintas estacGes do ano, apontou como compostos principais
o carvacrol (42,6%), timol (10,6%) e p-cinemo (9,9%), independente da época de colheita.
Cerqueira (2014), também identificou 0 monoterpeno carvacrol como componente majoritario
(40,24%), seguido de y-terpineno (11,46%), linalol (9,17%) e p-cimeno (8,47%). Franco (2012)
relatou como componente principal o timol (45,8%), seguido de p-cimeno (14,3%), y- terpineno
(10,5%) e carvacrol (9,9%).

Inimeras pesquisas analisaram a composi¢do do OE destas espécies quando ainda eram
classificadas como espécies distintas. Grande parte dos trabalhos apontam carvacrol e timol
como componentes majoritarios, reforcando assim, suas similaridades e possivel sinonimia
(JESUS et al., 2006; FONTENELLE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; CAVALCANTI et al., 2010;
ESCOBAR et al., 2010; FARIAS-JUNIOR et al., 2012; GOMES et al., 2012; MOTA et al.,
2012; MORAIS et al., 2012; RONDON et al., 2012; CARVALHO et al., 2013; VERAS et al.,
2013).

A partir dos dados supracitados, é possivel verificar que existem alteracGes qualitativas
e quantitativas na composicdo quimica do OE de L. origanoides, que podem ser resultado de
variacfes genéticas e/ou interferéncia de condi¢cGes ambientais efetivas nos pontos de

amostragem.

5.2 Ensaio de atividade antifungica do oleo essencial de L. origanoides frente a leveduras
do género Candida — Determinacdo de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do 6leo

essencial de L. origanoides.

No presente estudo, avaliou-se o espectro de inibigdo do OE de L. origanoides frente a
cepas de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis. Estas espécies apresentaram alto grau de
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sensibilidade frente ao OE em estudo, com halos de inibi¢do de crescimento de 44,1 + 0,3, 30,6
+ 0,2 e 24,0 £ 0,1 mm de didmetro, respectivamente. As concentragdes inibitérias minimas
foram determinadas em 0,62 pl/mL frente a C. albicans, 0,30 pl/mL frente a C. tropicalis e

0,18 pl/mL frente a C. parapsilosis.

Os valores de concentracdo inibitoria minima para o Fluconazol, antifungico comercial,
frequentemente utilizado contra infec¢des causadas por leveduras do género Candida, revelou
valores de CIM de 0,125 C. albicans e C. tropicalis e, 0,010 para C. parapsilosis. Dessa forma,
mostramos que o OE de L. origanoides apresentou atividade antifingica contra trés cepas de
Candida, e que sua capacidade de diminuir ou eliminar o microrganismo depende da

concentracdo ensaiada. Os resultados podem ser observados na tabela 02.

Tabela 02 - Potencial antifingico do 6leo essencial de L. origanoides contra espécies
do género Candida

Oleo essencial de Lippia origanoides

(10 L) Fluconazol
Microorganismos
DD @ CIM CIM
(mm) (H mL) (mg mL™)
C. albicans 24433 441+0,3 0,62 0,125
C. tropicalis 750 30,6 +0,2 0,30 0,125
C. parapsilosis 90018 240+0,1 0,18 0,010

2 Diametro da zona de inibigdo decrescimento expresso em milimetros.
DD - disco difusdo; CIM — Concentracdo Inibitéria Minima.

Infeccbes flangicas comumente apresentam maiores problemas terapéuticos se
comparados a infecgdes bacterianas. Especialmente espécies que pertencem ao género Candida
sdo altamente resistentes a drogas antifungicas, e tal fato justifica a busca de novos meios
terapéuticos (AHMAD et al., 2011).

A utilizacdo de OE de origem vegetal para estudos de efeito em Candida spp. € descrito
em alguns estudos laboratoriais, objetivando analisar o potencial antifingico das substancias
(POZZATTI, 2008; ARAUJO et al., 2004, BARBARO e STELATO, 2009).

A atividade antifungica do OE de Zingiber officinalis (gengibre), Cominum cyminum
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(cominho), Coriandrum sativum (coentro), Thymus vulgaris (tomilho), Ocimum basilicum
(Manjericdo) e Myristica fragrans (noz moscada) foi observada por Barbaro e Stelato (2009),
e foi concluido que os produtos apresentam atividade antifingica relevante contra as cepas de
Candida. A acéo antibacteriana e antifungica de outras espécies como Cinnamon zeylanicum
(canela), Eucaliptus citriodora (eucalipito) e Eugenia uniflora (pitanga) foi descrita por Aradjo
et al., (2004). Outros OE de espécies vegetais como Syzgium aromaticum (cravo), Ocimum
basillicum (manjericdo), Rosmarinus officinalis (alecrim), Anethum graveolens (endro),
Zingiber officinalis (gengibre) e Cinnamon zeylanicum (canela) tiveram suas atividades
antimicrobianas analisadas frente ao Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Salmonela
choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Penicillium islandicum e
Aspergillus flavus. Apurou-se que as espécies mais sensiveis a acao das substancias foram as
fungicas (LOPEZ et al., 2005).

Alves et al., (2003) relataram a eficacia dos OE de Cymbopogon nardus, C. citratus e
Eucalyptus citriodora no controle in vitro dos fungos Colletotrichum gloeosporioides, C. musae
e Fusarium subglutinans e Ananas, Almeida et al., (2004), avaliando in vitro extratos de folhas
e OE em combate ao fungo Diaporthe citri, observou que o éleo de nim (Cymbopogon nardus)

foi que apresentou maior eficiéncia na inibi¢ao do crescimento leveduriforme do fungo.

O género Lippia (Verbenaceae) apresenta um perfil consistente quanto a utilizacao
popular, propriedades farmacoldgicas e composicdo quimica. E comumente utilizado em
tratamento de doencas, onde algumas espécies apresentam atividade analgésica,
antiespamadica, anestésica, antisséptica, antimicrobiana, anti-inflamatdria, antifungica, entre
outras (LEAL et al., 2003; LORENZI e MATOS, 2002; PASCUAL et al., 2001).

O OE de Lippia sidoides, por exemplo, tem apresentado relevante atividade
antomicrobiana, in vitro, contra: Staphylococcus aureus, em infecgOes de pele e garganta;
Streptococcus mutans, causador da carie dentaria, Corynebacterium xerosis, causador do odor
nas axilas e nos pés; Candida albicans e Candida sp. encontradas em aftas e corrimento vaginal,
Trichophytum rubrum e Trichophytum interdigitale, agentes responsaveis por causar micoses
na pele; Escherichia coli, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis e uma pequena atividade
contra Pseudomonas aeruginosa (LACOSTE et al., 1996; LEMOS et al., 1990; LORENZI e
MATQS, 2002).
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Queiroz (1998), através da técnica de difusdo em agar, avaliou a susceptibilidade de 14
cepas de leveduras do género Candida, incluindo C. albicans, C. stellatoidea, C. guilliermondii,
C. krusei e C. tropicalis frente aos extratos e OE obtido de plantas medicinais, nas
concentracdes que variam entre 156 a 5.000 pug/mL e 0,02 mL/disco respectivamente. Mediante
0s resultados obtidos com os extratos foi revelada atividade antiflngica a partir das
concentragdes de 2.500 pg/mL para a maioria das espécies de Lippia.

Entre as espécies de Lippia, L. origanoides Kunth (Verbenaceae) esta classificada como
uma das plantas da flora Brasileira, que produzem OE com potencial antimicrobiano e
antisséptico (ANDRADE et al., 2014, OLIVEIRA et al., 2014, GUIMARAES et al., 2014,
QUEIROZ et al., 2014), onde carvacrol e timol sdo 0s compostos majoritarios que apresentam
caracteristicas antimicrobianas (SARRAZIN et al.,2012, Oliveira et al., 2014).

Dentre varios compostos que podem ser encontrados na composicdo quimica do OE,
timol e o carvacrol tem grande destaque pelas atividades antimicrobiana e antifingica relatadas.
Tais monoterpenos aromaticos sdo os principais constituintes dos OE de diversas plantas
aromaticas, como Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), Origanium compactum (Lamiaceae),
Acalypha phleoides (Euphorbiaceae) e Lippia origanoides (Verbenaceae) (PEIXOTO-NEVES
et al., 2010). OE com alta concentracdo de timol e carvacrol tem sido reportada para atividade
antifungica em espécies do género Candida (KHAN et al., 2015).

Ahmad e colaboradores (2011) realizaram estudos para verificar os mecanismos de acao
antifungica dos compostos, timol e carvacrol, com relacdo as alteracBes causadas na
permeabilidade da membrana celular de espécies de Candida, com sensibilidade e resisténcia
ao fluconazol, assim como cepas padronizadas de Candida albicans. Os resultados
demonstraram que 0s compostos possuem atividade fungicida por meio de alteracdo da
permeabilidade da membrana citoplasmatica, como resultado a inibicdo da biossintese do

ergosterol (tornam-no Util para acdo de antifingicos) de um modo parecido.

6. CONCLUSAO
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Os principais componentes quimicos identificados do OE de L. origanoides foram
carvacrol (47,2%) e timol (12,8%), totalizando 60% dos compostos identificados. O OE obtido
de ramos frescos e folhas trituradas apresentou potencial antifungico relevante para as cepas
testadas, C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, representando uma nova fonte eficaz no
combate a estes microrganismos. As concentragdes inibitérias minimas do OE de L.
origanoides com capacidade de inibir o crescimento de leveduras do género Candida foram
determinadas em 0,62 pg/mL frente a C. albicans, 0,30 pg/mL frente a C. tropicalis e 0,18

pug/mL frente a C. parapsilosis.
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