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1 INTRODUCAO

Dentre os microorganismos patdgenos oportunistas, a Candida albicans vem
sendo considerada como a levedura mais frequente em infeccbes orais. Fato este
que leva diversos clinicos e pesquisadores, a procurarem meétodos para inibir ou
atenuar esse tipo de infecgao.

Interacdes entre leveduras do género Candida e as células do hospedeiro sédo
essenciais para colonizacdo e invasdo dos tecidos e o inicio da doenca. Estas se
utilizam de uma série de artificios, conhecidos como fatores de viruléncia. A espécie
C. albicans utiliza trés principais mecanismos para patogenicidade e invasdo, como
0 escape das respostas do sistema imune (POLTERMANN et al., 2007; FROHNER
et al., 2009), a mudanca morfogénica de levedura para formas de hifa, o que
aumenta a habilidade da levedura para aderir e invadir as células do hospedeiro
(ENFERT; HUBE, 2007), e a invasdo das células hospedeiras, o que é suportado
pelos fatores associados as hifas, como as moléculas de adeséao (FELK et al., 2002;
FILLER; SHEPPARD, 2006), moléculas ‘invasin-like’ (PHAN et al., 2007) e enzimas
hidroliticas secretadas (SCHALLER et al., 2005).

Dentre as principais enzimas hidroliticas produzidas, inclui-se as proteinases
aspartil secretadas (Saps) e as fosfolipases (KANTARCIOGLU et al., 2002), sendo
que C. albicans séo produtoras exclusivas de fosfolipase, enzima essencial na
aderéncia desse fungo a parede celular (BARROS et al., 2008; WILLIS et al., 2001;
LYON et al., 2006).

Fosfolipases sdo enzimas hidroliticas que atacam os fosfolipideos comuns de
qualguer membrana celular e esta associada a capacidade de adesédo da levedura
ao tecido epitelial do hospedeiro. O melhor entendimento da secrecdo dessas
exoenzimas pela Candida albicans e novas abordagens terapéuticas para o
tratamento da candidiase visando inibir um ou mais fatores de viruléncia
relacionados ao desencadeamento da patogenia, como a producdo de exoenzimas
hidroliticas, consiste em algo extremamente interessante e inovador.

Neste estudo, é investigada a acdo anti-enzimatica do Oleo essencial de
Origanum vulgare (Lamiaceae) (“orégano”) que ja tem sido bastante investigado por
suas propriedades antimicrobianas (BARBOSA, 2010; CLEFF et al., 2010).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade in vitro anti-
fosfolipase do 6leo essencial de Origanum vulgare (“orégano”) contra isolados de
C.albicans de pacientes com estomatite protética.

2 METODOLOGIA
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O estudo foi realizado com sete cepas de C. albicans isoladas de pacientes
com estomatite protética e as amostras foram processadas em triplicata.

Para o teste, o 0leo de Origanum vulgare (“orégano”) foi diluido a 1% em
DMSO.

Para o preparo do indculo, foi preparada uma suspensdo de C. albicans
repicada com 24h de antecedéncia em 5 ml de PBS (Tampéo fosfato salino) estéril,
até turbidez 0,5 na escala de MacFarland (1,5x10% UFC/ml).

O oleo essencial do O. vulgare foi obtido por hidrodestilagdo em Clevenger e
acondicionado até utilizacdo em frasco escuro sob refrigeracdo. Para o teste, este
6leo foi diluido a 1% em PBS estéril (20 ul em 1,98 ml de PBS e adicionado a 0,5 ml
do inoculo.

Terminado este processo, 0 composto inoculo/agente foi para incubacdo por
30 minutos. Posteriomente, este complexo foi lavado com PBS e centrifugado a
3000 RPM por 10 minutos, sendo retirado o sobrenadante. Esse processo foi
repetido duas vezes e ao final o pellet foi diluido em 2 ml de PBS estéril e agitado
em vortex. Entdo, a suspensdo foi adicionada a placa de petry com meio de
fosfolipase e comparada com um controle ndo exposto ao agente.

O meio de fosfolipase foi preparado adicionando-se 13g de Agar Sabouraud,
11,79 de NaCl cristalizado e 0,11g de CaCl em 180 ml de agua destilada. O
composto foi cozido sem ferver até adquirir coloracao escura e translicida, a 121 °C.
O meio estéril foi esfriado em banho maria até temperatura morna a fria (mais ou
menos 45 °C), sem endurecer, sendo adicionada, nesse momento, 7,29 de gema de
ovo pura. Depois de adicionada a gema de ovo, o meio fosfolipase foi depositado em
placas de petry. Os resultados foram analisados em 24, 48 e 72h, através da
medicdo da colbnia, do halo e da razdo do diametro da colbnia pelo diametro total
(colbnia + halo).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, ndo foi encontrada diferenga significativa entre os valores
meédios de Pz (atividade enzimatica) dos isolados de C.albicans produtoras de
fosfolipase antes e apds o tratamento com o 6leo de O. vulgare, com excecao de
uma cepa que apresentou valor médio de Pz inferior apds o tratamento com o Oleo
(P=0.045), tendo uma reducéo de 70% da sua atividade enzimatica.

Kadir et al. (2006) demonstraram em seu estudo que 78% dos isolados de
Candida albicans coletadas de pacientes com estomatite protética sdo produtores de
fosfolipase e que uma solucdo de digluconato de clorexidina em concentracdes
baixas, como: 0,002% e 0,0012% foram capazes de diminuir a producdo da enzima
fosfolipase, responsavel pela aderéncia do fungo a parede celular. Sendo assim, o
0leo essencial de Origanum vulgare (“orégano”) néo teve desempenho semelhante
ao da solucédo de clorexidina gluconada. Porém, teve efeito em alguns dos isolados
de C.albicans, indicando que, talvez, em outras concentracbes o Oleo poderia
apresentar efeitos semelhantes aos das solucdes de clorexidina investigadas no
estudo de Kadir et al. (2006).

Outro aspecto a ser considerado, é que atividade anti-enzimatica sofre
variacdes devido as caracteristicas fenotipicas e genotipicas de cada cepa de C.
albicans. Neste contexto, Price et al. (1982) encontraram em seu estudo uma
variacdo da quantidade de fosfolipase produzida por cepas de Candida isoladas da
cavidade bucal de pacientes com estomatite, da cavidade bucal de pacientes com
saude oral e das isoladas do sangue.
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Porém, Koga et al. (2006) e Willis et al. (2001) ndo encontraram diferenca
significativa na quantidade de fosfolipase produzida pelos diferentes grupos de C.
albicans pesquisadas em seus estudos e sim no namero de cepas produtoras da
enzima, o que pode também ter modificado os resultados do presente trabalho.

Logo, é importante a pesquisa de compostos capazes de combater a
producdo de fosfolipase em leveduras, pois € comum o0 uso inadequado de
medicamentos fungicidas, conferindo resisténcia desses fungos a tais compostos.
Lima et al. (2006) demonstraram a capacidade de alguns 6leos essenciais inibirem o
crescimento de algumas espécies de Candida, entre elas a C.albicans, porém com
um grau consideravel de susceptibilidade, demonstrando possiveis desvantagens no
uso de fungicidas em relacdo ao uso de compostos antienzimaticos, especialmente
os antifosfolipaticos, os quais diminuiriam a viruléncia das cepas, possibilitando um
menor nimero de infeccbes dessa natureza.

Fatores ligados ao 6leo essencial também devem ser considerados, porque
guando se trabalha com produtos de origem vegetal, deve-se levar em consideracao
as diferencas encontradas em sua composi¢cdo quimica, Vvisto que seus
componentes quimicos podem ser fatores determinantes nas suas propriedades
farmacoldgicas, como a atividade antimicrobiana (CLEFF et al., 2010).

Os testes com o 6leo de “orégano” seguem sendo realizados, pois resultados
positivos para a diminuicdo da viruléncia de C.albicans com fitoterdpicos sédo de
interesse geral, uma vez que estes possivelmente acarretariam medicamentos com
menos efeitos colaterais por serem produzidos com base em alimentos consumidos
h& muito pelos humanos, com pouquissimos relatos de reacdes adversas.

4 CONCLUSAO

Dentro das limitacBes deste estudo e baseado na metodologia empregada,
conclui-se que o Oleo essencial de “orégano” a 1% modulou a atividade de
fosfolipase de apenas um isolado de C.albicans, suprimindo a sua patogenicidade, e
que a acao do extrato pode variar para isolados da mesma espécie.
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