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RESUMO

Objetivo: Avaliar a sensibilidade e a concentragao inibitéria minima (CIM) frente
a cepa padrao de Candida albicans por meio de microdiluicbes seriadas do
extrato Lippia thymoide testando sua agao fungicida. Métodos: Foi realizado
estudo experimental, o éleo essencial foi obtido por hidrodestilagcado e analisado
por Cromatografia de Fase Gasosa/Espectrometria de Massas (CG/EM), a cepa
padrao testada foi Candida albicans por meio da técnica de microdiluicdo em
caldo. Resultados: O déleo essencial apresentou como constituintes principais
timol (70,69%), p-cimeno (7,27%), acetato de timol (5,82%), y-terpineno (5,41%)
e B- cariofileno (4,23%). A CIM do 6leo de L. thymoides foi de 0,19 pL para as
amostras testadas apresentando resultados promissores. Na determinagao da
Concentragéao Inibitéria Minima (CIM), o 6leo foi ativo até a diluigdo de 0.19 uL
frente ao fungo testado e revela que todas as amostras até a 92 diluicdo
apresentou atividade antimicrobiana, inibindo o crescimento da cepa padréo
avaliada. Foi determinada como MIC a 92 diluicdo. Conclusao: conclui-se que o
Oleo essencial da espécie Lippia thymoides (Verbenacea) inibe o crescimento
microbiano, predominantemente, devido a sua ag¢ao fungicida frente a cepa
padrao Candida Albicans, portanto, potencialmente pode ser usado como

produto alternativo aos antifungicidas convencionais.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate sensitivity and minimum inhibitory concentration (MIC)
against the standard strain of Candida albicans through serial microdilutions of
the Lippia thymoid extract, testing its fungicidal action. Methods: An experimental
study was carried, out the essential oil was obtained by hydrodistillation and
analyzed by Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS), the standard
strain tested was Candida albicans using the broth microdilution technique.

Results: The essential oil had thymol as its main constituents (70.69%), p-



cymene (7.27%), thymol acetate (5.82%), y-terpinene (5.41%) and -
caryophyllene (4.23%). The MIC of L. thymoides oil was 0.19 pL for the samples
tested, showing promising results. In determining the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), the oil was active up to a dilution of 0.19 pL against the
tested fungus and reveals that all samples up to the 9a dilution showed
antimicrobial activity, inhibiting the growth of the standard strain evaluated. The
9a dilution was determined as MIC. Conclusion: it is concluded that the essential
oil of the species Lippia thymoides (Verbenacea) inhibits microbial growth,
predominantly, due to its fungicidal action against the standard Candida Albicans
strain, therefore, it can potentially be used as an alternative product to

conventional antifungicides.
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1. INTRODUGAO

Céandida é um microrganismo saprofito, que vive comumente na cavidade bucal, mas
em algumas situa¢des pode tornar-se patogénico causando infeccdo conhecida como
candidiase bucal. Espécies como Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida guillermondii, tém sido
detectadas em casos de candidiases bucais, dentre as quais a Candida albicans é o
comensal evidenciado com maior frequéncia (LIMA, 1994; LYNCH, et al., 1994)
Pesquisas recentes tém demonstrado a possivel relacdo entre Candida albicans com
doenca periodontal, caries de dentina e/ou raiz. Além disso, Candida albicans € um
fungo frequentemente encontrado no biofilme dental e esse microrganismo possui
uma grande habilidade de secretar acidos organicos e enzimas colagenoliticas que
sao responsaveis por envolvimento em processos de caries (KLINKE et al., 2002).

L. thymoides é uma das plantas medicinais mais conhecidas desde a antiguidade,
gracas as suas propriedades medicinais, comestiveis e aromatizantes, é bastante
utilizada para fins culinarios e médicos, apresentando propriedades antioxidantes e
antimicrobianas ( ALMEIDA, 2011).

O género Lippia (Verbenaceae), possui cerca de 200 espécies de ervas, arbustos e
pequenas arvores, cujos maiores centros de dispersdo se encontram em paises das
Américas do Sul e Central, como também em territérios da Africa tropical. O territorio
brasileiro € um dos grandes centros de diversidade do género Lippia com
aproximadamente 120 espécies conhecidas (PASCUAL, 2001; JUDD, 2002;
TERBLANCHE & KOENELIUS, 1996; PIMENTA, 2007; GOMES, 2011; SOARES &
TAVARES-DIAS, et al., 2013).

A utilizacdo dessa espécie em varios tratamentos na medicina tradicional
desencadeou uma série de estudos realizados, em varias areas, com 06leos e extratos
comprovando que o género Lippia tem a¢do sedativa, antiespamadica, estomaquica,
anti-inflamatoria e antipirética, efeito antisséptico e cicatrizante, acdo contra a malaria,
no tratamento de hipertens@o, combate a sarna e larvas de Aedes aegypti (PASCUAL,
2001; CARVALHO, 2003; GOMES, 2011, LIMA, 2013; SOARES & TAVARES-DIAS,
et al., 2013).

Lippia thymoides MART. & SCHAUER € um arbusto aromético de aproximadamente
1,0 m de altura conhecida popularmente como alecrim de cheiro mitdo (CRAVEIRO

et al., 1981), alecrim do mato ou alecrim do campo (PINTO et al., 2013; FUNCH et al.,
2



2004) e na regido Amazodnica, em especial em Abaetetuba-Para, é conhecida como
manjerona. E uma espécie nativa e endémica brasileira com distribuic&o nos estados
da Bahia e Minas Gerais nas areas de vegetacdo da caatinga e cerrado (SALIMENA
& MULGURA, 2014). Os 6leos essenciais do género Lippia, relatados anteriormente,
tém um perfil quimico caracteristico, apresentando com maior frequéncia os
constituintes quimicos limoneno, B-cariofileno, p-cimeno, canfora, linalol, a-pineno,
timol, 1,8-cineol, mircenona, carvona, a-tujona, tagetenona, piperitenona, perilaldeido,
neral, geranial, carvacrol, acetato de timila, B- e y-elemeno, B-cubebeno e lippifoli-
1(6)-ene-5-one (TERBLANCHE & KOENELIUS, 1996; ZOGHBI, 1998; PASCUAL,
2001; ZOGHBI, 2002; MAIA, 2003; MAIA, 2005; MAIA & ANDRADE, et. al., 2009).

Este trabalho tem como objetivo avaliar a sensibilidade e a concentracdo inibitoria
minima (CIM) frente a cepa padrdo de Candida albicans por meio de microdiluic6es

seriadas do extrato testando sua acao fungicida.

2. METODOLOGIA

OBTENGCAO DO OLEO ESSENCIAL POR HIDRODESTILACAO

O material botanico (parte area) foi colhido manualmente as 6 horas da manha,
transportado de imediato para o laboratoério, em seguida colocado sobre bandejas, em
estufa (340C), com ventilagcéo, para secagem durante trés dias, apos isso foi triturado
em processador. A extragcao do 6leo essencial das folhas secas de L. thymoides foi
realizada por hidrodestilagdao (HD), utilizando sistema de vidro do tipo Clevenger
modificado e acoplado a um sistema de refrigeragdo para manutengédo da agua de
condensacao entre 10°-15° C, durante 3 h. Os Oleos, apds extracdo foram
centrifugados durante 5 min a 3000 rpm, desidratados com Na2SO4 anidro e
novamente centrifugados nas mesmas condi¢gdes. Os 6leos foram armazenados em
ampolas de vidro ambar, vedadas com chama e, acondicionados em ambiente

refrigerado a 5°C.

CALCULO DO RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO POR
HIDRODESTILACAO

O rendimento massico (%) do 6leo essencial foi realizado em base seca de acordo

com a equacgao:



T= v_oleo/(m_(amostra ) x ((100-U)/100) )
Onde:

T é o teor do 6leo essencial, em %;

V dleo é o volume de 6leo extraido, em mL;
M amostra € a massa vegetal bruta, em g;

U é o teor de umidade presente na massa vegetal bruta, em %.

IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

A composicao quimica dos 6leos essenciais foi analisada por Cromatografia de Fase
Gasosa/Espectrometria de Massas no equipamento Shimadzu QP 2010 plus, auto-
injetor: AOC-20i equipado com coluna capilar de silica Rtx-5MS (30m x 0,25 mm; 0,25
mu de espessura do filme) nas seguintes condi¢gdes operacionais: programa de
temperatura: 60°-240°C, com gradiente de 3°C/min); temperatura do injetor: 250°C;
gas de arraste: hélio (velocidade linear de 32 cm/s, medida a 100°C); injecdo sem
divisdo de fluxo (0,1 uL de uma sol. 2:1000 de n-hexano); temperatura da fonte de
ions e outras partes 200°C. O filtro de quadrupolo foi utilizado para varredura na faixa
de 39 a 500 daltons a cada segundo. A ionizagao sera obtida pela técnica de impacto

eletrébnico a 70 eV.

Aidentificacdo dos componentes volateis foi baseada no indice de retencéo linear (IR)
calculado em relagao aos tempos de retencao de uma série homdloga de n-alcanos e
no padréo de fragmentagdo observados nos espectros de massas, por comparagao
destes com amostras auténticas existentes nas bibliotecas do sistema de dados e da
literatura (ADAMS, 2007).

ANALISE MICROBIOLOGICA

As analises microbiologicas foram realizadas na Faculdade de Farmacia do Centro
Universitario do Estado do Para - Cesupa, no laboratério de Microbiologia e Analises

Quimicas.



ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO

Nos ensaios microbiologicos foi utilizada uma cepa de microrganismos padrdo de
(Candida albicans ATCC 90028) adquirido da Fundagédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e
pertencente ao banco de padrées do Laboratério de Controle de qualidade

microbiologico de medicamentos do Centro Universitario do Para-CESUPA.

O indculo foi obtido a partir de uma suspensao bacteriana de uma cultura recente
(maximo 24 h) em solugéo salina 0,85% (m/V). A concentragdo do microrganismo foi
padronizada pela comparagdo turbidez do inéculo com a escala MacFarland
equivalente a concentragdo de 1,5x108 UFC/mL (NCCLI M7-A7, 2006) em

turbidimetro de marca Grant-Bio-Den-1, modelo V.1GW.
CONTROLE POSITIVO E NEGATIVO

O antifungico nistatina (Nystatin®) N6261- SIGMA-ALDRICHT foi usado como
controle positivo na concentragdo de (1mg/mL) ; como controles negativos foram
adotadas a cultura do microrganismo avaliado e o meio estéril. Os meios de cultura
utilizados para analise foram o agar cérebro e coragao (BHI) contendo polissorbato 80
a 0.5% (m/V).

AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DA AMOSTRA PELO METODO DE DIFUSAO EM
AGAR

Para preparar as placas foram vertidos 11 mL do Agar BHI em placas de 15x100 mm.
Sobre essa camada de meio solidificada foram adicionados 10 mL do Agar BHI-in6culo
contendo106 UFC/mL (F. Bras, 2010, NCCLI M7-A7, 2006).

Com as duas camadas de meio uniformemente sobrepostas e ja solidificadas, foram
adicionados papel de filtro com diametros de aproximadamente 6 e 8 mm (F. Bras,
2010) impregnados com 10 pL de 6leo de Lippia thymoide. As amostras foram
colocadas sobre a cultura e incubadas a 25°C/24h em ambiente de aerobiose (F. Bras,
2010, NCCLI M7-A7, 2006). A analise foi realiza em ftriplicata.

Apos o periodo de incubacdo as placas foram reveladas com cloreto de

trifeniltetrazdlico a 7 mg/mL em &gar bacteriolégico a 1% (m/V).



Os resultados dos halos (mm) foram mensurados com auxilio de um paquimetro e
avaliados por meio de analise descritiva, frente aos valores de média, desvio padrao

e coeficiente de variagao.

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM), PELO
METODO DE DILUICAO EM CALDO

A CIM do dleo essencial foi realizada segundo a metodologia adaptada da
microdiluicdo proposta por NCCLI M7-A7(2006). O teste foi realizado em tubos
eppendorfs®, onde uma aliquota de 50 pL do 6leo foi diluida na proporgéo 1:2 em
caldo BHI contendo 105 UFC/mL até 15 diluigdes. Em seguida, as culturas foram

incubado a 25°C/24h em estufa. O teste foi realizado em triplicata.

Apods o periodo de incubacdo as placas foram reveladas pelo semeio de 40 uL da
cultura de cada diluicdo em placas de petri (5x50 mm) contendo agar SABORAUD e
incubados por mais 24h/25°C. As placas foram avaliadas pela presenca ou auséncia
de crescimento, quando comparadas aos grupos controle negativo e positivo. A CIM

foi revelada na ultima diluicdo onde nao houve crescimento microbiano.

Segundo tipo de revelacao: Apds a incubacéo, as placas foram reveladas com caldo
bacterioldgico a 1% (m/V) contendo solugao de cloreto de trifeniltetrazélico 7 mg/mL.
A manutencao da cor vermelha no meio € interpretada como presenca de crescimento

microbiano.

3. REVISAO DE LITERATURA

A associacao entre a funcdo que os principios ativos e seus metabdlitos
desempenham, com a necessidade da identificacdo de novas moléculas com
potencial antimicrobiano, indica que as plantas podem se tornar fontes de substancias
de interesse para a medicina natural. A confirmacao dessa observacéo reside no fato
de que vérios constituintes provenientes de plantas utilizadas na medicina popular séo
empregados no tratamento de infecgbes (DOMINGO; LOPEZBREA, 2003; SAMY;
GOPALAKRISHNAKONE, 2008).



Véarios metabdlitos tém sido indicados como fontes de agentes antifingicos e
antimicrobianos, como alcaloides, compostos fendlicos, terpenos e 6leos essenciais
(COWAN, 1999; BURT, 2004). A utilizacdo de informacdes obtidas na medicina
popular tem sido utilizada como uma forma de rastrear possiveis plantas de interesse
farmacologico na terapéutica antimicrobiana, especialmente quando se refere aos
dados obtidos de pesquisas brasileiras (SOUZA et al., 2004). Nesse sentido, como a
espécie L. thymoides é utilizada popularmente no tratamento de feridas, foi realizado
uma investigagao da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais, extratos e fracoes
das folhas e caules frente a bactérias e fungos.

O mecanismo pelo qual os 6leos essenciais podem inibir o crescimento ou eliminar 0s
microrganismos envolvem diferentes formas de acdo, sendo em parte devido as suas
caracteristicas hidrofébicas. Como resultado disso, os constituintes dos 6leos podem
atravessar a membrana plasmatica e se ligar a componentes celulares essenciais
para a vida dos microrganismos (EDRIS, 2007).

Os Oleos essenciais de varias espécies de Lippia tém sido relatados como potenciais
fontes de compostos antimicrobianos, apresentando tanto efeitos bacteriostaticos
guanto bactericidas em micro-organismos Gram-positivos e  negativos
(ALBUQUERQUE et al., 2006; BASSOLE et al., 2003; MEVY et al., 2007; OHNO et
al., 2003; OLIVEIRA et al., 2006). Outro aspecto relevante de 6leos volateis de Lippia
ricos em monoterpenos corresponde a potencializacéo de farmacos antimicrobianos,
provavelmente devido a desorganizacdo da membrana plasmatica das bactérias,
permitindo que aqueles a atravessem com maior facilidade (VERAS et al., 2011;
VERAS et al., 2012).

As fracdes que apresentaram significativa atividade antimicrobiana foram as que
demonstraram maior teor de fendis totais, indicando uma correlacéo entre a presenca
dessas classes de metabdlitos secundarios com o efeito sobre micro-organismos. Os
compostos fendlicos possuem um amplo espectro de acédo sobre bactérias e fungos,
apresentando como alvos de acao desde a membrana plasmatica dos microrganismos
a inativacdo de enzimas essenciais em processos metabdlicos essenciais (COWAN,
1999).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na determinagado da Concentragao Inibitéria Minima (CIM), o dleo foi ativo até
a diluicao de 0.19 uL frente ao fungo testado. O resultado apresentado na tabela 1
revela que todas as amostras até a 92 diluicido apresentou atividade antimicrobiana,
inibindo o crescimento da cepa padrao avaliada. Foi determinada como MIC a 92
diluicdo. Com relagao a avaliagéo da sensibilidade da amostra pelo método de difusao
em agar com os discos embebidos em extrato da Lippia thymoide, os halos em
didmetro formados na triplicata obtiveram os seguintes resultados para as amostras
de acordo com a tabela 2.

Os testes aplicados, obedeceram aos padrbes de controle microbioldgicos
normativos. Esse resultado se revela promissor, tendo em vista que essa espécie de
Lippia thymoide é encontrada em muitas regides brasileiras e principalmente no bioma
amazoOnico podendo ser usado como recurso alternativo para a medicina e

odontologia preventiva em casos de Candidiase oral.

Tabela 1 - Amostra dos resultados da atividade microbiana em 9 diluigdes

AMOSTRA/ LIPIA

DILUICAO (uL) | I 1
10 50 - - -
20 25 - - -
30 12,5 - - -
40 6,25 - - -
50 | 3,0625 - - -
6° 1,53 - - -
7° 0,76 - - -
8° 0,38 - - -
9o 0,19 - - -




10° 0,095 MIC + MIC

Crescimento + (+)

Crescimento — (MIC)

Fonte: Autor, 2023

Imagem 01- Referente a tabela 1 (CIM microdilui¢do)

Tabela 2 -
Placa 1 Placa 2 Placa 3
41,5 mm 42,65 mm 38,8 mm

Fonte: Autor, 2023




Imagem 02 - Referente a tabela 1 (CIM 9 microdilui¢ao)

Fonte: Autor, 2023

Os dados apresentados nesse trabalho revelam o grande potencial
farmacoldgico da espécie Lippia thymoides, planta encontrada no bioma amazoénico.
Tanto a técnica do extrato supercriticos como o da hidrodestilacdo em obtencao de
Oleos essenciais e extratos das folhas e caules de espécimes como a Lippia thymoides
estudada, podem ser uma fonte imensuravel de substancias de interesse farmacéutico
aplicados em abordagens terapéuticas odontologicas atuais.

Varios estudos tem apontados excelentes propriedades terapéuticas dos 6leos
esséncias. Entretanto, nos ensaios sobre atividade antifungica, in vitro, dos éleos, &
possivel verificar uma variedade de metodologias propostas, o que torna a
comparagao com esses estudos problematicas (MENEZES et al., 2008).

Pinto et al., em estudo de 2013 ao analisarem Lippia thymoides (caule, folhas
e flores) sob cepa de C. albicans obteve como resultado resisténcia frente a amostra
testada.

Oliveira et al., em 2007 ao testarem o 6leo essencial de Lippia grandis observou
gue a mesma nao inibiu o crescimento de C. Albicans, apesar do fato de que os 6leos
essenciais de outras espécies de Lippia demonstraram ter um efeito inibitério sobre
C. Albicans.

Silva et al, em 2015, ao realizaram a analise quimica dos 6leos esséncias de
L. thymoides, durante as estagdes do ano na regido do nordeste brasileiro, obteve

como produto majoritario o B-cariofileno das amostras analisadas. A atividade

10



antimicrobiana de 6leos essenciais de L. thymoides foi testada contra bactérias Gram-
negativos e Gram-positivos e fungos. Os microrganismos E. coli, P. aeruginosa, B.
cereus e S. choleraesuis foram resistentes a todos os O6leos essenciais ja o
Staphylococcus aureus e Candida albicans foram os microrganismos mais sensiveis
com (MIC <0,004 mg / mL).

Silva et al, em 2014 ao testarem o6leo essencial obtido das folhas/ramos in
natura de L. thymoides na regido da Amazoénia apresentando o timol como constituinte
majoritario, o qual é reportado na literatura como um potente antimicrobiano obteve
como resultado atividade bactericida contra os microrganismos Bacillus subtilis e
Escherichia coli.

Menezes et al., em 2008 avaliando 6leos de varias plantas amazénicas como
a Psidium guajava (goiabeira) e Eleutherine plicata (marupazinho) apresentaram
moderada atividade antifungica.

Desta forma, os resultados encontrados em nesta pesquisa demonstram que o
Oleo da Lippia thymoides (caule e folha) sdo promissores, pois observa-se um grande

potencial antifungico e bacteriano desta planta em nosso bioma amazodnico.

5. CONCLUSAO

Dessa forma, conclui-se que o 0Oleo essencial da espécie Lippia thymoides
(Verbenacea) inibe o crescimento microbiano, predominantemente, devido a sua agédo
fungicida frente a cepa padréo Candida Albicans. Tais resultados indicam o potencial
de uso dos Oleos essenciais dessas plantas como produto alternativo aos

antifungicidas convencionais
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