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Perfil de suscetibilidade de leveduras do género Candida isoladas de animais ao 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis L.
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RESUMO: Neste trabalho foram avaliadas a atividade antifungica e composigao quimica do éleo
essencial de Rosmarinus officinalis (alecrim). O 6leo essencial foi obtido, através da hidrodestilagao,
das partes aéreas da planta, o qual foi analisado por cromatografia gasosa com detectores de
ionizacdo em chama (GC/FID) e espectrometria de massas (GC/MS). Esse 6leo foi testado em
isolados de C. albicans da mucosa vaginal de fémeas caninas, casos clinicos de candidiase em
animais cepas padroes e espécies nao-albicans, usando a técnica de microdiluicao em caldo
(CLSI-M27A2). A analise cromatografica do 6leo permitiu identificar como principais compostos
canfora, verbenona e 1,8-cineol. Os valores de CIM do 6leo para os isolados padroes de C.
albicans variaram entre 1,25e 2,5 uL mL" e de 2,5 a 5,0 uL mL-' para CFM, enquanto que para
os isolados nao-albicans observou-se CIM entre 1,25e 5,0 uL mL*e CFM de 2,5a 10,0 uL mL-".
C. albicans isolada de animais apresentou valores de 2,5 a >10,0 uL mL-" para CIM e de 5,0 a
>10,0 uL mL-" para CFM. Os resultados demonstraram atividade fungicida e fungistatica do 6leo
essencial de alecrim em isolados de Candida spp. provenientes de animais.

Palavras-chave: alecrim, déleo essencial, Candida spp., animais

ABSTRACT: Susceptibility profile of Candida spp. isolated from animals to the essential
oil of Rosmarinus officinalis L. In this work the antifungal activity and chemical composition of
the Rosmarinus officinalis (rosemary) essential oil against Candida spp. were evaluated. The
essential oil was obtained by hydrodistillation of aerial parts, and analyzed by gas chromatography
with a flame ionization detector (GC/FID) and gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC/MS). This oil was tested against fourteen isolates of Candida sp. (ten C. albicans and four
no-albicans species) by the microdillution broth assay (CLSI-M27A2). Chromatography analyses
of the essential oil showed compounds, as camphor, verbenone and 1,8-cineole as major
constituents. MIC and MFC values for C. albicans standard strains were 1.25 - 2.5 uL mL-" and
2.5-5.0 uL mL, respectively. MIC and MFC for the non-albicans species were 1.25—5.0 uL mL"!
and 2.5-10.0 uL mL-", respectively. C. albicans isolates obtained from animals exhibited MIC and
MFC values 0of 2.5->10.0 uL mL-"and 5.0 - > 10.0 uL mL-", respectively. According to the results, the
essential oil of rosemary presented fungicidal and fungistatic activities against Candida spp.

Key words: rosemary, essential oil, Candida spp, animals

INTRODUGAO

Candida spp. sao leveduras comensais do
trato gastrointestinal, respiratério e membranas
mucosas de animais domésticos (Cleff et al., 2005;
Moretti et al., 2006; Yurayart et al., 2011). C. albicans
destaca-se como principal agente etioldgico nos
casos de candidiase em animais de companhia,
porém outras espécies como C. parapsilosis, C.
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guillermondii e C. tropicalis podem estar envolvidas
em diferentes processos patogénicos (Moretti et al.,
2006; Cleff et al., 2007; Pozzatti, 2007; Yurayart et
al., 2011). A infecgcao oportunista em animais
desenvolve-se como resultado da quebra dos
mecanismos de defesa inata, imunossupressao e
antibioticoterapia prolongada, entre outros fatores
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(Moretti et al., 2006; Cleff et al., 2007; Ong et al.,
2010; Yurayart et al., 2011). Atualmente, candidiase
representa um problema de saude publica, com
resisténcia de isolados aos antifungicos
convencionais, e relatos de recidivas da enfermidade
em especial nos pacientes imunocomprometidos
(Sanglard & Odds, 2002; Colombo & Guimaraes,
2003; Pozzatti et al., 2010).

Estudos com extratos vegetais visam buscar
compostos ativos com amplo espectro de ag&o, baixa
toxicidade e custo reduzido (Rochete et al., 2003;
Angioni et al., 2004; Bernardes et al., 2010), uma vez
gue os antifungicos disponiveis para o tratamento de
micoses em medicina veterinaria € limitado,
restringindo-se aos polienos convencionais e triazois.
Além disso, estes farmacos apresentam efeitos
adversos e custo relativamente elevado,
especialmente quando considerado o uso em animais
(Sanglard & Odds, 2002; Mondelo et al., 2003;
Pressler et al., 2003; Rochete et al., 2003; Giordani
et al., 2004; Lugman et al., 2007).

Dentre as plantas da familia Lamiaceae, o
alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € amplamente
utilizado como tonico ou condimento culinario assim
como, na forma de chas para o tratamento de
problemas digestivos (Simdes & Spitzer, 2003). A
planta se apresenta como arbusto aromatico de
pequeno porte, capaz de produzir 6leos essenciais,
que sdo uma mistura complexa de compostos,
oriundos do metabolismo secundario (Simoes &
Spitzer, 2003; Gobbo-Neto & Lopes, 2006; Gachkar
etal., 2007). No 6leo essencial de alecrim, destacam-
se como principais constituintes os terpenos como
canfora, 1,8-cineol, a-pineno, verbenona, borneol e
piperitona, os quais sao reconhecidos por apresentar
atividades inseticidas, antioxidantes e antimicrobianas
(Angioni et al., 2004; Kabouche et al., 2005; Sacchetti
et al., 2005; Santoyo et al., 2005; Prins et al., 2006;
Celiktas et al., 2007; Gachkar et al., 2007). Embora
se reconheca a capacidade antimicrobiana de 6leos
de varias plantas, o mecanismo de agao ainda é
desconhecido, sendo que algumas teorias tem sido
propostas (Sikkema et al., 1995; Cox et al., 2000;
Lambert et al., 2001; Koschier et al., 2002; Sartoratto
etal., 2004).

A acao antimicrobiana do alecrim, tanto na
forma de extratos como de 6leo essencial, tem sido
avaliada principalmente em bactérias dos géneros
Staphylococcus, Streptococcus, Proteus,
Pseudomonas, Klebsiella, Salmonella,
Mycobacterium e Escherichia (Porte & Godoy, 2001;
Angioni et al., 2004; Santoyo et al., 2005; Celiktas et
al., 2007; Lugman et al., 2007; Bernardes et al., 2010;
Hussain et al., 2010). Nas leveduras do género
Candida, os estudos concentram-se em isolados
provenientes de humanos e cepas padroes (Sacchetti
et al., 2005; Lima et al., 2006; Pinto et al., 2006;

Schwiertz et al., 2006; Celiktas et al., 2007; Lugman
et al., 2007; Pozzatti et al., 2010; Cavalcanti et al.,
2011) nao sendo encontradas na literatura consultada,
pesquisas que avaliem o efeito do éleo essencial do
alecrim em C. albicans isolada de mucosa e casos
clinicos em animais de companhia e silvestres. Nesse
sentido, o presente estudo teve como objetivos
identificar os principais constituintes quimicos,
usando a cromatografia gasosa no 6leo essencial de
alecrim cultivado em Pelotas/RS e, avaliar as
propriedades antifungicas do 6leo essencial em
Candida albicans isoladas da microbiota e de casos
clinicos de candidiase em animais, assim como em
isolados padrdes de Candida spp.

MATERIAL E METODO

Material Vegetal

As partes aéreas do alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) foram colhidas no més de fevereiro de
2008, na cidade de Pelotas/RS/Brasil, periodo em
que a planta estava com grande quantidade de material
vegetal. Apos a identificagcao botanica, a exsicata foi
depositada no herbario da Universidade Federal de
Pelotas — UFPel, e registrada sob n° PEL 24.600. O
material coletado foi seco em estufa com circulagao
de ar (Marconi MA 035) em temperatura de 40°C. As
folhas e flores secas foram acondicionadas em
frascos hermeticamente fechados, sendo que antes
do processo de obtencgao do dleo, foi determinada a
umidade do material com base na metodologia
descrita na Farmacopéia Brasileira IV (1988).

Extracdo do Oleo Essencial

Cerca de 100 g do material vegetal seco
foram submetidos a extragao por hidrodestilagéo, em
aparelho tipo Clevenger, durante quatro horas, em
triplicata. O dleo essencial obtido foi seco em Na,SO,
(anidro, grau p.a, Merck) e concentrado sob N, (ultra
puro, 99,99%, White Martins), armazenado em frasco
ambar sob refrigeracao até a utilizagao, tanto nas
analises cromatograficas, como na determinagao da
atividade antifungica (Farmacopéia Brasileira IV, 1988;
Rodrigues et al., 2004).

Analise Cromatografica do Oleo Essencial
de alecrim
O oleo essencial foi analisado por
cromatografia gasosa em dois equipamentos (GC/
FID e GC/MS), visando a identificacdo dos
constituintes, por comparagao com o tempo de
retencao de padrdes cromatograficos e, confirmacao
pelos espectros de massas constantes na biblioteca
do equipamento.
A analise cromatografica, através do
equipamento GC/FID (Schimadzu-17 A) equipado com
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uma coluna de silica DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25
um) foi realizada nas seguintes condigdes:
aquecimento a 40°C, mantendo a 2°C min até 145°C,
depois a 10°C min-' até 280°C, permanecendo por 10
mln’ Tdetector = Tinjetor = 2800C’ Tcoluna = 4OOC’ raZéO de
split de 1:50. Foram preparadas solu¢des em hexano
(5.000 ug mL-") dos 6leos essenciais, das quais foram
retiradas aliquotas de 1 uL para injecdo no
cromatografo. Também foi preparada uma solugao (40
ug mL") dos padroes cromatograficos (o-pineno,
canfeno, B-pineno, mirceno, a-terpineno, p-cimeno,
limoneno, 1,8-cineol, a-terpineno, terpinoleno, linalol,
4-terpineol, o-terpineol, timol e carvacrol), que foi
submetida as mesmas condigdes das amostras. Os
compostos nas amostras foram identificados por
comparagao com o tempo de retengao dos padrdes
terpénicos e com dados da literatura (Rodrigues et
al., 2004).

A analise cromatografica através do
equipamento GC/MS (Schimadzu-5050 A) equipado
com uma coluna de silica OV-05 (60 m x 0,25 mm x
0,25 um) foi realizada nas seguintes condigoes:
aquecimento a 60°C, mantendo a 3°C min-' até 250°C,
depois a 10°C min-' até 280°C, permanecendo por 10
mln’ Tinterface = Tinjetor = 25000’ Tcoluna = GOOC’ raZéo de
split de 1:10; E = 2,0 KeV; fluxo = 1,0 mL m*; modo
= SCAN. Foram usadas as mesmas solugbes dos
Oleos e dos padrdes das analises no GC/FID, sendo
injetados 1uL de cada solugao, na qual os
constituintes foram identificados por comparagao com
os espectros de massa da biblioteca Wiley do
equipamento e por comparagdao com tempo de
retencao dos padrées utilizados (Rodrigues et al.,
2004).

Obtencao dos isolados flingicos

Para arealizagao do estudo foram utilizados
14 isolados de Candida spp. Seis isolados padroes
foram cedidos pela Fundag¢éao Oswaldo Cruz (Fiocruz/
Rio de Janeiro/Brasil), tais como: C. albicans (ATCC-
44858 e 18804), C. parapsilosis (ATCC 22019), C.
krusei (ATCC 34135), C. lusitaniae (ATCC 34449) e
C. dubliniensis (ATCC MY646). Os outros utilizados
foram oito isolados de campo, pertencentes a espécie
C. albicans, sendo seis provenientes da mucosa
vaginal de fémeas caninas e dois de casos clinicos
de candidiase cutdnea em cao (n=1) e macaco-prego
(Cebus apella) (n=1), os quais estavam estocados
no Setor de Micologia do Laboratoério de Doencgas
Infecciosas da Faculdade de Veterinaria da UFPel.

Teste in vitro da atividade inibitoria
A suscetibilidade fungica ao 6leo essencial
de alecrim foi avaliada através da técnica de micro
diluicdo em caldo (CLSI-M27-A2) adaptada para um
fitofarmaco, com a adigao de 0,1% de Tween 80 ao
meio RPMI 1640 como dispersante do 6leo essencial,
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a fim de inibir a formacgao de micelas.

O indculo de Candida spp foi preparado em
solucao salina estéril a partir de colbnias jovens da
levedura com 24 h de crescimento, sendo ajustado
na turbidez da escala %2 de McFarland
correspondendo a 1-5 x 108 UFC mL"", sendo
posteriormente diluido em solugéo salina estéril
(1:100) e em meio RPMI 1640 (1:20), obtendo-se
concentracao final de 1-5x 103 UFC mL".

Para a avaliacao da CIM (Concentragao
Inibitéria Minima) do 6leo essencial de alecrim frente
a Candida spp, foram utilizadas 10 diluicdes
sucessivas em meio RPMI, obtendo-se concentragbes
de 10 a 0,02 uL mL-* as quais foram dispostas num
volume de 100 uL no sentido das colunas da placa
de microdiluicdo. Os testes foram realizados em
duplicata, sendo utilizada uma coluna como controle
positivo (indculo/meio) e uma coluna como controle
negativo (6leo essencial/meio). As microplacas foram
incubadas a 35°C por 48 h e a interpretagao dos
resultados foi realizada através da visualizagao da
turvacgao referente a multiplicagdo do microrganismo,
comparada aos controles positivo e negativo. Dessa
forma, a CIM foi definida como a menor concentragao
spp. em relagdo ao controle positivo. Para
determinagao da concentragao fungicida minima
(CFM), uma aliquota de 10 uL de cada pocgo da
microplaca foi semeada em placas contendo agar
Sabouraud dextrose, incubadas por 24 h para
observagao do crescimento das leveduras.

Andlise estatistica

Os resultados de CIM e CFM entre os
diferentes isolados de Candlida spp foram comparados
através de analise de variancia e a comparagao entre
as médias geométricas foi realizada de acordo com
teste de Tukey, utilizando o programa estatistico
Statistix 6.0, sendo considerado significativo quando
p<0,05.

RESULTADO E DISCUSSAO

A avaliagao botanica do material vegetal,
utilizado no estudo, confirmou a espécie como
Rosmarinus officinalis L., a qual apresentou
rendimento em 6leo de 3,24% (v/m). Os resultados
foram superiores aos observados por Prins et al. (2006)
que obtiveram rendimento de 2% para o dleo de R.
officinalis e por Porte & Godoy (2001) que
descreveram rendimento de 0,5 a 2,5% de dleo.

Na analise cromatografica do 6leo essencial
do R. officinalis foi evidenciada a presencga de 22
compostos (Tabela 1), sendo que os principais
constituintes identificados, usando padrdes
cromatograficos, foram a canfora (~56,00%), 1,8-
cineol (~16,00%), verbenona (~7,80%) e mirceno
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(~4,00%), via GC/FID e confirmados pelos espectros
de massas do GC/MS. O uso das duas técnicas
permitiu a identificacdo e confirmacao dos
constituintes quimicos do éleo essencial de alecrim.

Os constituintes quimicos encontrados no
oleo estudado estdo de acordo com os resultados
obtidos por outros autores, apenas com pequenas
variagdes (Giordani et al., 2004; Kabouche et al.,
2005; Celiktas et al., 2007; Gachkar et al., 2007).
Alguns trabalhos demonstraram a presenca de
verbenona e borneol constituindo aproximadamente
80% do dleo essencial (Santoyo et al., 2005), enquanto
outros citaram o 1,8-cineol (Kabouche et al., 2005);
borneol, canfeno, verbenona e a-pineno (Angioni et
al., 2004), ou ainda, canfora, eucaliptol e f-mirceno
(Prins et al., 2006) como principais constituintes.
Hussain et al. (2010) ao analisarem via GC/MS o 6leo
essencial de R. officinalis proveniente do Paquistao,
encontraram 18 componentes quimicos, representados
principalmente por 1,8 cineol (38,5%), canfora (17,1%)
e a-pineno (12,3%). As diferengas na composicao do
6leo de alecrim tém sido atribuidas principalmente a
efeitos climaticos e/ou época do ano, altitude, formas
de cultivo, condicbes de secagem e estocagem,
formas de extracgao, incluindo velocidade de
aquecimento e o tempo de extracao, entre outros, o
que influencia na composicao, atividade, qualidade e
quantidade de 6leo essencial presente nos vegetais
(Gobbo-Neto & Lopes, 2006; Prins et al., 2006;
Celiktas et al., 2007).

A potencialidade antimicrobiana do alecrim
tem sido demonstrada, utilizando-se técnicas
adaptadas de antifungigrama como, difusdo em agar,

difusdo em disco e diluicdo em caldo (Lambert et al.,
2001; Angioni et al., 2004; Santoyo et al., 2005;
Schwiertz et al., 2006; Gachkar et al., 2007). Nesse
estudo, a atividade antifingica do 6leo foi determinada
através de microdiluicdo em caldo, sendo a CIM e
CFM considerados os melhores parametros para
avaliar a acao antifungica de 6leos essenciais
(Pozzatti, 2007).

Os resultados demonstraram diferengas de
suscetibilidade entre isolados de campo e cepas
padrdes, assim como entre as espécies de Candida
ao Oleo essencial de alecrim, ndao sendo
estatisticamente significativa. Os isolados de C.
albicans, obtidos da mucosa dos animais foram
sensiveis em concentracdes médias de 5,0 uL mL-",
enquanto que os dois isolados de casos clinicos nao
apresentaram sensibilidade (Tabela 2), sendo
necessarias outras avaliagdes, utilizando maiores
concentragbes do 6leo nestes isolados, a fim de
esclarecer esta observacao. Cabe salientar, que no
caso do isolado de tegumento cuténeo de céo, o
animal havia sido tratado com cetoconazol tépico e
oral por 30 dias, sem a resolugao das lesdes. Quanto
ao isolado fungico proveniente de macaco-prego, este
foi obtido sem haver o tratamento prévio do animal
com antifungicos.

A atividade anticandida do 6leo essencial de
alecrim tem sido avaliada por outros autores
resultando em amplos valores de inibi¢cao (Giordani
et al., 2004; Sachetti et al., 2005; Santoyo et al.,
2005; Celiktas et al., 2007), os quais sao
apresentados em diferentes unidades, o que dificulta
as comparagoes entre os trabalhos. Entretanto, esses

TABELA 1. Compostos identificados no dleo essencial de alecrim, utilizando as técnicas cromatograficas GC/FID

e GC/MS.
N Compostos C (%)** N Compostos C (%)**
1 o-pineno* 0,47 12 Carenal 0,44
2 Canfeno* 0,29 13 Canfora 56,04
3 a-pineno” 0,21 14 cis ou trans-hidrocarveol 0,40
4 mirceno® 4,06 15 Pinocarvona 0,23
5 a-terpineno” 0,29 16 Borneol 2,03
6 p-cimeno* 1,53 17 cis ou trans-hidrocarveol 0,45
7 limoneno* 0,46 18 Isopinocanfona 0,55
8 1,8-cineol* 16,02 19 4-terpineol” 1,39
9 y-terpineno* 0,55 20 a-terpineol* 3,74
10 terpinoleno* 0,43 21 Verbenona 7,76
11 linalol* 2,03 22 B-cariofileno 0,63

*Compostos identificados por comparagéo com padrdes, via GC/FID e GC/MS; demais compostos identificados por comparagdo com
espectros de massa da biblioteca Wiley do equipamento GC/MS; **Concentragdo em percentual, calculada em relagdo as areas normalizadas

dos picos
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TABELA 2. Valores de CIM e CFM do éleo essencial do alecrim em leveduras do género Candida isoladas de

animais e cepas padrdes

Origem Isolados CIM* uL mL~ CFM** uL mL""
Mucosa vaginal de fémeas caninas C. albicans 5,0 5,0
C. albicans 2,5 5,0
C. albicans 5,0 5,0
C. albicans 10,0 10,0
C. albicans 5,0 5,0
C. albicans 2,5 5,0
Casos clinicos de candidiase C. albicans >10.0 >10,0
C. albicans >10,0 >10,0
Cepas padrdes C. albicans (ATCC 44858) 1,25 5,0
C. albicans (ATCC 18804) 2,5 2,5
C. dubliniensis (MY 646) 5,0 10,0
C. parapsilosis (ATCC 22019) 1,25 5,0
C. lusitanie (ATCC 34449) 1,25 2,5
C. krusei (ATCC 34135) 5,0 10,0

*CIM: concentrag&o inibitéria minima; **CFM: Concentrag&o fungicida minima; *** Tegumento cutaneo de cdo; **** Tegumento cutaneo

de macaco-prego.

resultados estdo de acordo com Cavalcanti et al.
(2011) que demonstraram CIM e CFMigual a 2,5 uL
mL-" para o 6leo de alecrim em isolados padroes de
C. albicans, e com Giordani et al. (2004) que
demonstrou CIM de 5,6 uL mL-" para C. albicans.
Em contrapartida, estudo realizado com C. albicans,
C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis
obtidos de humanos e cepas padrées, demonstrou
resisténcia dos isolados nas concentracoes de 50uL
mL-" a 3200 uL mL-' de 6leo essencial de alecrim,
cujos componentes majoritarios eram 1,8-cineol e
canfora (Pozzatti, 2007).

Com relagédo as cepas de referéncia, as
espécies C. lusitane, C. parapsilosis e C. albicans
foram as mais sensiveis ao 6leo essencial, enquanto
C. dublinensis e C. krusei apresentaram maiores
valores de CIM e CFM. Com relagao a C. krusei,
sugere-se que caracteristicas na estrutura celular,
assim como exacerbada agéo das bombas de efluxo,
dificultariam a entrada dos 6leos essenciais na célula,
podendo assim apresentar-se mais resistente
(Mondello et al., 2003; Pozzatti, 2007).

Diferencas na atividade do 6leo de alecrim
tém sido relacionadas com a localizagao geografica
da planta e variagcao sazonal (Celiktas et al., 2007).
Estudos demonstraram maior atividade
antimicrobiana de plantas colhidas na primavera e
que apresentou como principal constituinte o borneol,
seguido pela canfora e verbenona (Koschier et al.,

2002; Sacchetti et al., 2005). Além disso, a
associagao de componentes também influencia no
potencial antimicrobiano dos 6leos essenciais
(Koschier et al., 2002; Sachetti et al., 2005; Gachkar
etal., 2007).

Apesar do reconhecimento das propriedades
antimicrobianas, o mecanismo de agao dos extratos
e/ou 6leos essenciais ainda nao esta completamente
elucidado, porém estudos tém sido conduzidos neste
sentido (Sikkema et al., 1995; Cox et al., 2000;
Lambert et al., 2001; Sartoratto et al., 2004; Pinto et
al., 2006). Segundo Lambert et al (2001), a acéo
antimicrobiana pode ser devido ao prejuizo a diferentes
enzimas, principalmente aquelas envolvidas com a
producao de energia e/ou sintese de componentes
estruturais dos microrganismos. Outra hipotese seria
de que os Oleos essenciais sensibilizam a bicamada
fosfolipidica da membrana celular, causando um
aumento da permeabilidade e perdas de constituintes
intracelulares vitais (Cox et al., 2000), ou ainda a
ocorréncia de danos na membrana citoplasmatica e
redugao no conteudo de ergosterol dos fungos (Pinto
etal., 2006).

De acordo com estes resultados foi possivel
concluir que o 6leo essencial de alecrim, contendo
canfora, 1,8-cineol e verbenona como principais
constituintes, apresentou atividade fungicida e
fungistatica in vitro em leveduras do género Candida.
A importancia destes resultados ¢ evidenciada pela
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problematica da terapéutica antifungica, quando se
refere a Candida spp., as quais tem desenvolvido
resisténcia aos azolicos, que sao os farmacos de
eleicao para a candidiase em animais.
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