ISSN 1981-3708

Pesquisa

Atividade Antifangica de Trés Oleos Essenciais Sobre Cepas

de Candida

Antifungal Activity of Three Essential Qils on Candida Strains

Yuri W. CAVALCANTI', Leopoldina F. D. ALMEIDA?, Wilton W. N. PADILHA3
1 - Graduando em Odontologia. Bolsista de Iniciacao Cientifica (PIBIC/UFPB/CNPq) — Departamento de Clinica e Odontologia Social da
Universidade Federal da Paraiba, DCOS-UFPB, 58051-900, Joao Pessoa-PB, Brasil.

2 - Pés-Graduanda em Odontologia (Odontologia Preventiva Infantil) — Departamento de Clinica e Odontologia Social da Universidade Federal da

Paraiba, DCOS-UFPB, Joao Pessoa-PB, Brasil.

3 - Professor Doutor Titular de Clinica Integrada — Departamento de Clinica e Odontologia Social da Universidade Federal da Paraiba, DCOS-UFPB,

Joao Pessoa-PB, Brasil.

RESUMO

Objetivou-se avaliar a atividade antiftngica dos dleos es-
senciais de Melaleuca alternifdlia (melaleuca), Cymbopogon win-
terianus (citronela), e Rosmarinus officinalis (alecrim) sobre
Candida albicans (ATCC289065), C. albicans (ATCC40227), C.
krusei (ATCC40147), C. tropicalis (ATCC40042) e C. tropicalis
(ATCC13803). Determinou-se a atividade antiftiingica pela Con-
centragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentra¢ao Fungicida
Minima (CFM), obtidas através das técnicas de microdiluigao e
de esgotamento, respectivamente. Em microplacas de 96 pogos
foram inseridos 100uL de caldo Sabouraud-Dextrose duplamen-
te concentrado, 100uL da diluicao dos dleos essenciais e 10uL
do inoculo fuingico (1,5x10° microrganismos/mL). Realizou-se
diluicao seriada dos produtos partindo-se da concentragao ini-
cial de 8% até 0,0625%. A CIM correspondeu a menor diluicao
na qual se verificou auséncia de crescimento fungico visivel.
Realizou-se a semeadura, em Agar Sabouraud-Dextrose, de 10pL

das dilui¢des correspondentes a CIM e duas imediatamente an-
teriores. Os testes foram realizados em triplicata e a Nistatina
(100.000UI/mL) serviu de controle. Procedeu-se analise estatisti-
ca pelos testes Kruskal-Wallis e Dunn. Para R. officinalis, obser-
vou-se melhor desempenho frente C. albicans (ATCC289065) e
C. tropicalis (ATCC40042), com CIM e CFM iguais a 0,5626mg/
mL. M. alternifélia e C. winterianus apresentaram melhor desem-
penho frente C. tropicalis (ATCC40042), com CIM e CFM iguais a
0,5626mg/mL. O 6leo essencial de R. officinalis apresentou ativi-
dade antifingica estatisticamente diferente (p<0,05), com meno-
res valores de CIM e CFM. Nao se observou diferenca estatistica
(p>0,05) para a acao de M. alternifélia e C. winterianus. Concluiu-
se que os produtos avaliados exerceram atividade antifungica
sobre Candida, destacando-se o 6leo essencial de R. officinalis,
com menores CIM e CFM.

PALAVRAS-CHAVE: Oleos essenciais, produtos naturais,
candidiase bucal, produtos com a¢ao antimicrobiana.

INTRODUCAO

A candidiase bucal é uma das infec¢bes humanas de natu-
reza fingica mais comum; sendo descrita como uma infecgao
oportunista, frequentemente envolvida com a alteracao da mi-
crobiota bucal, doengas sistémicas e reduc¢ao da imunidade do
hospedeiro'?.

A Candida albicans é a espécie mais prevalente e de maior pa-
togenicidade entre as cepas envolvidas com o desenvolvimento
da candidiase bucal'®. C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e C.
guilliermondii também fazem parte do curso da doenga e, junto
a C. albicans, chegam a representar mais de 80% dos isolados
clinicos!**,

Segundo Rex et al.> (2000) e Khan et al.® (2009), as espécies
de Candida tém se mostrado resistentes diante da utilizagao de
alguns medicamentos antiftingicos sintéticos. Com o objetivo
de identificar substancias alternativas ao uso de medicamentos
tradicionais, foram desenvolvidos estudos sobre a atividade an-
timicrobiana de 6leos essenciais’"'. Desta forma, a busca de pro-
dutos naturais que apresentem uma acao antifingica eficiente
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frente a microrganismos resistentes se mostra uma alternativa
necessdria para o controle da candidiase bucal>”%'.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis (alecrim) sobre espécies de Candida foi descrita por
Lima et al.® (2006), Fontenelle et al.® (2007), Pozzatti et al.* (2009)
e Packer e Luz'?(2007). Os estudos de Lima et al.? (2006) e Packer
e Luz'(2007) utilizaram a técnica de difusao em agar, conside-
rada inadequada para veirificagdo da concentracdo inibitéria
minima e fungicida de 6leos essenciais. Os estudos de Fonte-
nelle et al.® (2007) e Pozzatti et al."" (2009) utilizaram a técnica
da microdilui¢cdo, porém apresentaram resultados divergentes
entre si.

Para o 6leo essencial de Cymbopogon winterianus (citronela),
foi verificada atividade antifiingica sobre espécies de Asper-
gillus, Rhizopus, Penicillium e Fusarium', verificanbdo-se a au-
séncia de estudos sobre a atividade antifiingica frente a levedu-
ras do género Candida. O 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
(melaleuca) teve atividade antifingica relatada por varios estu-
dos™'®, os quais utilizaram diferentes parametros e diferentes
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constituintes do produto natural.

A utilizagdo dos 6leos essencias como substancia antimicro-
biana se justifica pelo menor custo e menor resisténcia microbia-
na, sendo possivel o emprego na constituigao de produtos odon-
toldgicos. Os relatos da literatura ainda sao escassos quanto as
concentragdes inibitorias e fungicida desses produtos, de modo
que se verifica a necessidade de aprofundar as investigacdes so-
bre a atividade antiftingica, com o objetivo de justificar e validar
o uso clinico dos dleos essenciais.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antifingica dos dleos essenciais de Melaleuca alternifolia (mela-
leuca), Cymbopogon winterianus (citronela), e Rosmarinus officina-
lis (alecrim) sobre cepas de Candida.

MATERIAL E METODO

Realizou-se um estudo de abordagem indutiva, com procedi-
mento comparativo estatistico e técnica de documentagao direta
em laboratorio?.

As cepas de referéncia utilizadas no estudo foram Candi-
da albicans (ATCC 289065), C. albicans (ATCC 40227), C. krusei
(ATCC40147), C. tropicalis (ATCC 40042) e C. tropicalis (ATCC
13803). Os microrganismos foram obtidos do Laboratdrio de
Materiais de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Satude (Fundagao Oswaldo Cruz — FIOCRUZ,
Rio de Janeiro - RJ, Brasil). As cepas foram reativadas em Caldo
Sabouraud-Dextrose (DIFCO®, Detroit, Michigan, EUA), a 37°C
e estocadas em Agar Sabouraud-Dextrose 4% (DIFCO®, Detroit,
Michigan, EUA) no Laboratério de Microbiologia Oral — Nu-
cleo de Medicina Tropical do Centro de Ciéncias da Satde da
Universidade Federal da Paraiba. Para condugao do estudo,
suspensdes fungicas dos microrganismos foram preparadas em
solugdo salina, sob a concentragao 1,5x10° microrganismos/mL,
equivalente ao tubo 10° da Escala de MacFarland.

Para avaliacao antifiingica in vitro foram utilizados dleos es-
senciais de Melaleuca alternifolia (melaleuca), Cymbopogon winte-
rianus (citronela), e Rosmarinus officinalis (alecrim). Esses produ-
tos foram obtidos da empresa Ferquima® (Ind. e Com. Ltda), a
qual cedeu Laudo Técnico com especificagdes, conforme apre-
sentado na Tabela 01.

Tabela 01. Especificagdes técnicas dos 6leos essenciais utilizados no estudo, segun-
do laudo técnico expedido pela empresa Ferquima ® (Ind. e Com. Ltda)

Os dleos essenciais utilizados neste estudo foram inicialmen-
te diluidos em agua destilada estéril, obtendo-se a concentragao
16%, considerada a solugao-padrao inicial para todos os produ-
tos avaliados. Para obtencao dessas dilui¢des, considerou-se a
densidade das substancias igual a 0,9 g/mL, conforme especifi-
cagoes do fornecedor. Utilizou-se o método de diluigao descrito
por Aligiannis et al.”® (2001) e Lima et al.” (2006), no qual foram
adicionados em tubos de vidro estéril: 0,8 mL do 6leo essen-
cial; 0,05 mL de Tween 80; e 4,2 mL de 4dgua destilada estéril. O
conjunto foi agitado durante 5 minutos em aparelho agitador
de solugdes tipo Vortex (Mod. AP56, Phoenix) e a concentracao
final obtida foi de 16%, equivalente a 144 mg/mL. Para avaliagao
da Concentragao Inibitéria Minima (CIM), os 0leos essenciais
foram diluidos de forma seriada, mediante emprego da técnica
da microdilui¢ao”®.

A determinagao da CIM foi realizada em placas de microdi-
luigdo com 96 pogos (ALAMAR®, Diadema, Sao Paulo, Brasil),
dispostos em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Cada uma
dessas placas destinou-se a analise de um microrganismo. As
colunas 1, 2 e 3 foram destinadas a analise antifingica do 6leo
essencial de Melaleuca alternifélia; as colunas 4, 5, e 6 ao 6leo es-
sencial de Cymbopogon winterianus; e as colunas 7, 8 e 9, ao 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis. A coluna 10 foi destinada ao
Controle de Crescimento; a coluna 11 ao Controle de Esterili-
dade; e a coluna 12 ao Controle Positivo (Nistatina - suspensao
comercial - 100.000 UI/mL).

Em cada um dos pogos das placas de microdiluicao foram
inseridos 100uL de caldo Sabouraud-Dextrose duplamente con-
centrado. Em seguida, inseriu-se 100uL das emulsdes dos éleos
essenciais para obtencado da concentragao inicial de 8% (72,0 mg/
mL) na primeira linha da placa de microdilui¢ao”®. As concen-
tragdes subsequentes dos dleos essenciais foram obtidas apds
diluicdo seriada dos produtos naturais na placa de microdi-
luigdo, partindo-se da concentracao inicial de 8% (Linha A) até
0,0625% (Linha H), pela transferéncia de 100uL do contetido ao
poco subsequente’®. Para os pogos da linha H, foram dispensa-
dos 100pL do contetido, de modo a igualar o volume total dos
pogos. As concentragdes (em porcentagem e em mg/mL) dos
produtos analisados apds a diluigao seriada sao apresentadas
na Tabela 02.

Tabela 02. Diluigdes Seriadas dos Oleos Essenciais obtidas pela técnica de avalia-
¢ao antimicrobiana por microdilui¢ao*'?

Oleos Lot Impurezas Densidade Origem  Principais
essenciais P (g/mL, 20°C) g componentes
Melaleuca Terpinen-4-ol
alter- 179 Isento 0,896 Australia ¥ terpineno
nifolia a-terpineno
(Melaleuca) Cineol
Cﬁ’f?%ﬁ?' Citronelal
?erianus 121 lIsento 0,891 China Geraniol
; Citronelol
(Citronela)
Rosma- 1,8 Cineol +
rinus limoneno +
T 141 lIsento 0,912 Tunisia para-cimeno
officinalis -
. a-pineno
(Alecrim) Canfora

Linhas Concentracdo (%) Concentracdo (mg/mL)
A 8 72,0

B 4 36,0

C 2 18,0

D 1 9,0

E 0,5 4,5

F 0,25 2,25

G 0,125 1,125

H 0,0625 0,5625
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Posteriormente, foram inseridos 10uL da suspensao fungica
(1,5x10° microrganismos/mL) em todos os pogos, exceto a colu-
na correspondente ao controle de esterilidade. As placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 37°, por 48h. A CIM cor-
respondeu a ultima diluigdo dos dleos essenciais na qual nao
foi verificada a presenga de precipitado fungico ou turvagao no
meio de cultura apds o periodo de incubacao'*®.

A Concentracao Fungicida Minima (CFM) foi obtida por
meio da semeadura, em Agar Sabouraud-Dextrose, de aliquotas
de 10uL das dilui¢des correspondentes a CIM e duas imediata-
mente anteriores (2CIM e 4CIM)”!"". Apds a semeadura dos con-
tetidos dos pogos das placas de microdiluigao, as placas de petri
foram incubadas em estufa bacteriologica a 37¢, por 24h. A CFM
foi considerada a menor concentragao substancia que impediu o
crescimento visivel do subcultivo ou a formacao de até trés Uni-
dades Formadoras de Coldnia (UFC)". Assim, as concentragoes
em que se verificou a formagao de mais de trés UFC foram con-
sideradas inibitdrias ao crescimento fungico (CIM); enquanto as
concentragdes na qual se observou nulidade de crescimento, ou
menos de 3 UFC, foram consideradas fungicidas (CFM).

Todos os testes foram realizados em triplicata. As unidades
de comparagao estatistica foram as dilui¢des seriadas nas quais
se observou CIM e/ou CFM. Os dados foram tabulados no pro-
grama GraphPad Prism 5.0 (Programa PraphPad for Windows,
San Diego, CA - USA), pelo qual se procedeu a analise estatistica
pelo teste Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn®, sendo adotado
nivel de significancia de 95%.

RESULTADOS

A metodologia empregada neste estudo foi validada pela au-
séncia de crescimento fingico para o controle de esterilidade
e controle positivo (Nistatina - suspensao comercial - 100.000
UI/mL), bem como pela presenca de crescimento fingico para o
controle de crescimento.

Os valores da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e da
Concentracao Fungicida Minima (CFM) dos produtos testados,
sobre as cepas de Candida, sao apresentados, respectivamente,
nas Tabelas 03 e 04.

O dleo essencial de R. officinalis apresentou menores valores
de CIM e CFM, o que representa maior atividade antifingica
diante dos demais produtos, sendo esta diferenga estatistica-

Tabela 03. Concentracao Inibitéria Minima (mg/mL) dos 6leos essenciais testados,
sobre as cepas de Candida.

mente significante (p<0,05). Nao foi observada diferenca esta-
tisticamente significante (p>0,05) para atividade antifingica dos
6leos essenciais de M. alterniflia e C. winterianus.

DISCUSSAO

As técnicas para determinacao da CIM e CFM empregadas
neste estudo foram baseadas nos protocolos descritos por Ali-
giannis et al.'® (2001) e Castro e Lima” (2010), os quais represen-
tam modificagdo das normas estabelecidas por NCCLS" (2002).
O método de referéncia para técnica de microdilui¢ao e determi-
nacao da sensibilidade de leveduras a terapia antifingica (M7-
A2), descrita por NCCLS" (2002), considera a avaliagdo de anti-
fangicos sintéticos, a utilizagao do meio de cultura RPMI-1640 e
a padronizacao da concentracao inicial das substancias testadas
em 64ug/mL ou 16 ug/mL.

O presente estudo foi desenvolvido em condicoes diferentes
das estabelecidas por NCCLS" (2002). Segundo Nascimento et
al.' (2007), a normatizagdo M7-A2 proposta pelo NCCLS nao
pode ser seguida a risca quando da avaliacdo antimicrobiana
de dleos essenciais. Considera-se que as propriedades quimicas
desses produtos naturais diferem daquelas apresentadas pelas
substancias para qual a norma foi padronizada, ou seja, a nor-
matizacao do NCCLS nao atende as especificidades dos 6leos
essenciais'’. Dessa forma, foi reproduzido o protocolo descrito
por Aligiannis et al.'® (2001) e por Castro e Lima’ (2010), no qual
foi empregado o meio de cultura Caldo Sabouraud-Dextrose, a
Nistatina como controle positivo, a diluicdo seriada dos pro-
dutos testados e a incorporacao de emulsificante (Tween 80) na
preparagao dos 6leos essenciais.

Os 6leos essenciais sao substancias volateis, que apresentam
insolubilidade em dgua e complexidade quimica, o que dificulta
a padronizacado de técnicas confiaveis, que possam ser reprodu-
zidas e validadas, de modo a alcangar resultados seguros”!0%.
Dessa forma, para minimizar a inconsisténcia dos resultados
obtidos, foi empregada a técnica de microdiluicdo em caldo,
com o objetivo de proporcionar maior contato entre os produtos
testados e as células fingicas. Utilizou-se também um agente
emulsificante (Tween 80) para permitir a diluigao dos 6leos es-
senciais em meio aquoso. Essas medidas contribuem para re-
dugao de viés metodoldgico e comparagao entre os produtos
naturais testados’?. Ao comparar as técnicas de disco-difusao

Tabela 04. Concentragao Fungicida Minima (mg/mL) dos 6leos essenciais testa-
dos, sobre as cepas de Candida.

~

~ Produtos Melaleuca Cymbopogon  Rosmarinus Produtos Melaleuca Cymbopogon  Rosmarinus

Cepas . alternifolia winterianus officinalis Cenas U alternifolia winterianus officinalis
P _ (Melaleuca) (Citronela) (Alecrim) P (Melaleuca) (Citronela) (Alecrim)

C. albicans R . b C. albicans ) s b
ATCC 289065 2,25 2,25 0,5625 ATCC 289065 2,25 mg/mL 4,5 mg/mL 0,5625 mg/mL!
C. albicans i ) ) C. albicans ) . b
ATCC 40277 9,0 18,0 2,25 ATCC 40277 9 mg/mL 18 mg/mL 2,25 mg/mL
C. krusei . ) ) C. krusei ) . )
ATCC 40147 4,5 9,0 1,125 ATCC 40147 4,5 mg/mL 9 mg/mL 2,25 mg/mL
C. tropicalis s ) s C. tropicalis ) s )
ATCC 40042 0,5625 0,5625 0,5625 ATCC 40042 0,5625 mg/mL 0,5625 mg/mL 0,5625 mg/mL
C. tropicali s ) ) C. tropicalis ) . )
ATCC 13803 2,25 2,25 1,125 ATCC 13803 2,25 mg/mL 2,25 mg/mL 1,125 mg/mL!

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significante
(p <0,05 - Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn).

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significante
(p <0,05 - Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn).
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e microdiluicdo para avaliacdo da atividade antifingica de pro-
dutos naturais, Scorzoni et al.** (2007) identificaram que a micro-
diluicao foi mais sensivel para determinacao da CIM.

O Controle Positivo (Nistatina - suspensao comercial - 100.000
UI/mL), o Controle de Esterilidade e o Controle de Crescimento
foram empregados de modo a validar a técnica utilizada neste
estudo. A auséncia de crescimento fungico diante da Nistatina
(100.000 UI/mL) demonstra a susceptibilidade das amostras
frente a um antifingico sintético. Dessa forma, ao considerar as
diferengas entre a natureza quimica dos 6leos essenciais e do
Controle Positivo, nao foi possivel comparar os resultados ob-
tidos por essas substancias'’. O Controle de Esterilidade e de
Crescimento comprovaram, respectivamente, a auséncia de con-
taminagao do meio de cultura e a viabilidade das cepas testadas.

A composigao informada dos produtos testados nesta inves-
tigacdo estd de acordo com os relatos da literatura. Segundo
Souza et al.® (2005) e Mondello et al.”® (2006), a atividade biologi-
ca dos oleos essenciais tem se mostrado dependente dos princi-
pais componentes quimicos como terpinenol, citronelal, cineol,
limoneno e cimeno. Estes constituintes sao responsaveis pelas
propriedades antissépticas e antimicrobianas dos oleos essen-
ciais e devem ter suas propriedades fisico-quimicas e biologicas
estudadas®>®.

A natureza lipossolavel dos dleos essenciais e de seus cons-
tituintes permite a interagdo com estruturas celulares que tem
constituicao lipidica, resultando no aumento da permeabilidade
das membranas, o que pode provocar desequilibrio eletrolitico
e morte celular”'*?. Ao avaliar os efeitos da agao antifiingica do
oleo essencial de M. alternifolia sobre Candida albicans, Candida
glabrata e Saccharomyces cerevisine, Hammer et al.*' (2004) verifi-
caram que o 6leo essencial de M. alternifélia alterou a permea-
bilidade e a fluidez da membrana entre as concentragoes 0,25%
e 1,0%, o que sugere a agao antifingica pelo comprometimen-
to das funcdes e alteracdo das propriedades da membrana. Ao
analisar a morfologia celular por microscopia eletronica de var-
redura, Phongpaichit et al.* (2004) demonstraram que culturas
fingicas apresentaram colapso e desnaturagao celular apos ex-
posigao a extratos de produtos naturais. Dessa forma, os rela-
tos da literatura apontam que o mecanismo de agao dos dleos
essenciais estd envolvido com alteragdo da permeabilidade da
membrana celular.

Ao determinar a CIM do 6leo essencial de M. alternifolia fren-
te cepas de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis, Oliva et al.> (2003),
Mondello et al.’* (2003) e Hammer et al.** (2003) identificaram
acao inibitdria entre as concentracdes 0,06% e 0,5%. Segundo
os mesmos autores, a CFM do dleo essencial de M. alternifdlia
frente cepas de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis variou entre as
concentragdes 0,125% e 0,5%. Verificou-se atividade antifiingica
do 6leo essencial de M. alternifélia em concentragoes inferiores a
1%, o que indica forte potencial antimicrobiano®. Dessa forma,
os resultados deste estudo foram semelhantes e corroboram os
achados da literatura.

Entre os produtos avaliados, o 6leo essencial de C. winteria-
nus apresentou atividade antifingica estatisticamente seme-
Ihante oleo essencial de M. alternifolia. No entanto, nao foram
identificados na literatura estudos sobre a atividade antifingica
desse produto sobre Candida sp. Vargas et al.*® (2010) avaliaram
o efeito antimicrobiana e citotdxico do 6leo essencial de Cymbo-
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pogon citratus pertencente ao mesmo género de C. winterianus.
Os mesmos autores identificaram atividade antimicrobiana e
discreto efeito citotdxico na concentragao de 0,1% do produto
natural®. No presente estudo, a concentracao do 6leo essencial
de C. winterianus necessaria para inibicao da cepas de Candida
variou de 0,0625% até 2% (Tabelas 3 e 4).A atividade antiftin-
gica do oleo essencial de C. winterianus sobre fungos filamen-
tosos das espécies Aspergillus, Rhizopus, Penicillium e Fusarium
foi investigada por Souza et al." (2005), sendo verificada a a¢do
antifingica apenas na concentragao pura. Sobre bactérias Gram
negativas e Gram positivas, o dleo essencial de C. winterianus
apresentou CIM entre as concentragdes de 20% e 5%%*. Para
ambos os estudos, o 6leo essencial de C. winterianus apresen-
tou atividade antimicrobiana. No entanto, os resultados desta
investigacdo demonstraram atividade antifingica em menores
concentra¢des quando comparados aos escassos relatos da lite-
ratura sobre a atividade antimicrobiana de C. winterianus.

A atividade antifingica do dleo essencial de R. officinalis foi
demonstrada por Lima et al.’ (2006) e Packer e Luz'? (2007), os
quais utilizaram a técnica de difusdao em agar e identificaram
acgao fungiostatica em concentragdes superiores a 8%. Seme-
Ihante ao presente estudo, Fontenelle et al.® (2007) e Pozzatti et
al.' (2009) empregaram a técnica de microdiluicao para avalia-
¢ao da atividade antiftiingica do 6leo essencial de R. officinalis
sobre Candida.

Segundo Fontenelle et al.® (2007), o 6leo essencial de R. offici-
nalis frente C. albicans e C. tropicalis apresentou CIM entre 0,62
mg/mL e 2,5 mg/mL, e CFM entre 1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL.
Diferentemente, o estudo de Pozzatti et al.* (2009) verificou a
auséncia de acao fungiostatica e fungicida do 6leo essencial de
R. officinalis sob a concentragao de 3,2 mg/mL. Os resultados
deste estudo corroboram os achados de Fontenelle et al.® (2007),
os quais traduzem adequada atividade antifingica do dleo es-
sencial de R. officinalis em baixas concentragdes.

A metodologia empregada neste estudo demonstrou a
existéncia de atividade antifingica dos produtos testados, e o
melhor desempenho do dleo essencial de R. officinalis quando
comparado a M. alternifélia e C. winterianus. Verifica-se a neces-
sidade de aprofundar as investigacdes sobre a atividade anti-
fangica desses produtos, com o objetivo de justificar e validar
o0 uso clinico dos dleos essenciais. Estudos subsequentes devem
considerar a avaliagdo da atividade antiftingica diante de cepas
clinicas e outras linhagens padronizadas empregando técnicas
que considerem o isolamento de fitoconstituintes, a aderéncia
celular, a formagao de biofilme in vitro, a influéncia da saliva
humana e a toxicologia desses produtos.

CONCLUSAO

Nas condigdes deste estudo, concluiu-se que os produtos
avaliados exerceram atividade antifingica contra cepas de Can-
dida, destacando-se o dleo essencial de R. officinalis, com meno-
res CIM e CFM.
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ABSTRACT

The aim was to evaluate the antifungal activity of essen-
tial oils from Melaleuca alternifélia (tea tree), Cymbopogon win-
terianus (citronella), and Rosmarinus officinalis (rosemary) on
Candida albicans (ATCC289065), C. albicans (ATCC40227), C.
krusei (ATCC40147), C. tropicalis (ATCC40042) and C. tropicalis
(ATCC13803). The antifungal activity was determined by Mi-
nimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimal Fungici-
dal Concentration (MFC), obtained through the microdilution
and exhaustion techniques, respectively. In 96-well micropla-
tes were inserted 100uL of Sabouraud-Dextrose broth doubly
concentrated, 100pL of the dilution of essential oils and 10pL of

Rev Odontol Bras Central 2011;20(52)

fungal inoculums (1.5x10° microorganisms/mL). The products
were diluted from initial concentration of 8% until 0.0625%.
The MIC corresponded to the lowest dilution at which there
was no visible fungal growth. Aliquots of 10uL of dilutions cor-
responding to the MIC and two immediately preceding were
sown on Sabouraud-Dextrose agar. The tests were performed
in triplicate and nystatin (100,000UI/mL) served as control. Sta-
tistical analysis was conducted by Kruskal-Wallis and Dunn
tests. For R. officinalis, better performance was observed on C.
albicans (ATCC289065) and on C. tropicalis (ATCC40042), with
MIC and MFC at 0.5625mg/mL. M. alternifélia and C. winterianus
presented better performance on C. tropicalis (ATCC40042), with
MIC and MFC at 0.5625mg/mL. The essential oil from R. offici-
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nalis presented antifungal activity statistically different (p<0.05),
with lower MIC and MFC. No statistical difference (p>0.05) was
observed for the antifungal activity of M. alternifdlia and C. win-
terianus. It was concluded that the evaluated products exerted

antifungal activity against Candida, highlighting the essential oil

from R. officinalis, with lower MIC and MFC.

KEYWORDS: Essential oils, natural products, oral candidia-

sis, products with antimicrobial action.
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