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1 INTRODUGCAO

Devido a aproximac¢ao cada vez maior do proprietario com seu animal de estimacéo,
a preocupacgao com a saude oral em pequenos animais vem ganhando importancia.
A cavidade oral de animais e de humanos abriga grande variedade de leveduras e
bactérias bastante complexas e diversificadas. Conhecer esta microbiota é de
fundamental importdncia em odontologia, pois estes microrganismos sé&o
responsaveis por diversas afecgdes na cavidade oral (TRABULSI & SAMPAIO,
2005). O controle das infecgdes microbianas € realizado de forma empirica ha
séculos através do uso de Oleos essenciais de plantas que contém propriedades
antimicrobianas (SARTORATTO et al, 2004), sendo que os vegetais da familia
Lamiaceae tém servido de objeto de estudo de pesquisadores. Além disso, a busca
constante por substancias com potencial antimicrobiano se da pela crescente
resisténcia dos microrganismos aos farmacos atuais (DUARTE et al., 2005). Este
trabalho objetivou avaliar a suscetibilidade in vitro de leveduras isoladas da cavidade
oral de fémeas caninas aos oOleos essenciais de Rosmarinnus officinalis (alecrim) e
Origanum vulgare (orégano).

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Para o estudo da acdo antifungica dos oleos essenciais, as partes aéreas do
alecrim foram colhidas na cidade de Pelotas — RS, sendo submetido a secagem; e o
material vegetal do orégano foi adquirido de distribuidor comercial de origem
peruana. Ambos os produtos foram submetidos a hidrosdestilacdo em aparelho de
Clevenger por 4h para obtengdo dos O6leos essenciais no Instituto de Quimica e
Geociéncias da UFPel.

Foram analisadas 18 leveduras isoladas da cavidade oral, sendo elas:
Candida albicans (n=3), C. catenulata (n=3), C. famata (n=2), C. parapsilosis (n=1),
C. guilliermondii (n=1) e Trichosporon asahii (n=8). Para a realizagdo do teste de
suscetibilidade in vitro foi utilizada a técnica de Microdiluicdo em Caldo de acordo
com o documento M27A3 do Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) com
modificagdes para 6leos essenciais. Os Oleos essenciais de alecrim e orégano foram
utilizados nas concentragdes 3 a 0,09%.

Os in6culos foram preparados a partir de colénias jovens com crescimento de
24h em agar Sabouraud dextrose acrescido de Cloranfenicol, sendo suspensos
posteriormente em solugdo salina estéril, homogeneizados e ajustados através do
espectrofotbmetro numa transmitdncia de 70-76%. A partir desta solugdo foi
realizada uma diluicdo de 1:100 em solugéo salina estéril e, em seguida, outra
diluicdo de 1:20 em meio RPMI-1640. Os 6leos essenciais foram diluidos em RPMI-
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1640 acrescido de 10uL de tween 80 para facilitar a homogeneizagdo dos o6leos
essenciais ao meio de cultura.

Para o teste de microdiluicdo em caldo, todos os pogos da microplaca foram
previamente preenchidos com 100uL de meio RPMI-1640, sendo adicionado 100uL
do oleo essencial nos pocgos correspondente a coluna de maior concentragédo do
produto, a qual foi feita a diluicdo de forma sucessiva. Posteriormente, 100uL do
indculo ajustado em meio RPMI-1640 foi transferido a todos os pogos, exceto na
coluna correspondente ao controle negativo, que por sua vez recebeu a adigao de
100uL de RPMI-1640. O teste in vitro foi realizado em duplicata e as microplacas
foram incubadas a 35°C por 72h para leitura da concentracdo inibitéria minima
(CIM). Para obtencao dos resultados, a concentragdo fungicida minima (CFM) foi
realizada transferindo-se 10uL de cada concentragdo dos 6leos em placas de Petri
contendo agar Sabouraud dextrose acrescido de Cloranfenicol e incubados a 36°C
por 48 h.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de CIM e CFM variam de 0,19 a 0,37% para orégano e 0,37 a >3%
para alecrim, sendo que 16 isolados de leveduras apresentaram valores de CIM e
CFM iguais para os dois Oleos estudados. Entretanto, um isolado de C. albicans e
outro de T. asahii apresentaram valores de CIM e CFM diferentes, sendo 0,37 e
0,75%, respectivamente para ambos. Os resultados demonstram que a
concentragdo fungicida dos o6leos € maior que a concentragdo inibitdria minima
(Tab.1).

Tabela 1 — Valores da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragao Fungicida Minima
(CFM) dos ¢6leos essenciais de R. officinalis e O. vulgare contra 18 leveduras isoladas da cavidade
oral de fémeas caninas.

R. officinalis (Alecrim) O. vulgare (Orégano)
Leveduras Isoladas 3a0,09% 3a0,09%

CIM CFM CIM CFM
Candida albicans 1,5 1,5 0,75 0,75
Candida albicans >3 >3 0,37 0,75
Candida albicans >3 >3 0,37 0,37
Candida catenulata 0,75 0,75 0,19 0,19
Candida catenulata 1,5 1,5 0,37 0,37
Candida catenulata >3 >3 0,37 0,37
Candida famata 3 3 0,75 0,75
Candida famata >3 >3 0,37 0,37
Candida parapsilosis >3 >3 0,37 0,37
Candida guilliermondii 0,75 0,75 0,37 0,37
Trichosporon asahii 0,37 0,37 0,37 0,37
Trichosporon asahii 1,5 1,5 0,37 0,37
Trichosporon asahii 1,5 1,5 0,75 0,75
Trichosporon asahii 1,5 1,5 0,75 0,75
Trichosporon asabhii 1,5 1,5 0,75 0,75
Trichosporon asabhii 1,5 1,5 0,37 0,75
Trichosporon asahii 3 3 0,37 0,37
Trichosporon asahii >3 >3 0,75 0,75

A cavidade oral das fémeas caninas apresenta leveduras na microbiota
local, sendo alguns isolados suscetiveis a agcado dos Oleos essenciais de alecrim e de
orégano nas concentragdes testadas, evidenciando um possivel controle destas
leveduras com o uso destes fitoterapicos, principalmente nos casos de surgimento
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de resisténcia as drogas antifungicas. Entretanto, dois isolados de C. albicans e um
de C. catenulata, C. famata, C. parapsilosis € T. asahii ndo foram inibidos nas
concentragbes testadas do 6leo essencial de alecrim. Possivelmente, é preciso de
uma concentracdo superior a 3% deste O6leo para obtencdo da atividade
fungiostatica/fungicida. Neste sentido, ja foi descrito a atividade antimicrobiana deste
Oleo essencial na concentracdo de 8% em isolados de bactérias e leveduras (LIMA
etal., 2006).

Os testes in vitro demonstraram que o 6leo essencial de orégano apresentou
melhor resultado para as leveduras em relacdo ao alecrim, uma vez que menores
concentragdes do Oleo de orégano apresentaram atividade fungicida. Este resultado
esta de acordo com o estudo feito por Cleff et al. (2007), no qual o 6leo essencial de
orégano apresentou melhores resultados quando comparado ao alecrim. Em um
estudo feito por Cleff et al. (2010a), a média da CIM obtida do d6leo essencial de
orégano frente a C. albicans foi 0,3%. Entretanto, a média obtida em nosso trabalho
foi 0,5%. Em outro estudo desenvolvido por Cleff et al., (2010b), foi demonstrado
que os valores de CIM e CFM para cepas padrdes de C. albicans foi 2.97uL mL™" e
3.54 uL mL™", respectivamente, e para cepas de C. ndo-albicans foi 2.10 uL mL™" e
297 pL mL", respectivamente. Os resultados corroboram com o0s nossos,
evidenciando que o 6leo essencial de orégano tem acao contra cepas fungicas de
Candida sp. A agao antimicrobiana do orégano se da pela presenca de
timol/carvacrol associado com a alta concentragao de 4-terpineol no 6leo, aos quais
atuam, induzindo a deformagdes na membrana celular, alterando a permeabilidade
(LAMBERT etal., 2001, CLEFF etal. (2010a).

Diversos estudos demonstraram a potencialidade antimicrobiana dos o6leos
essenciais, utilizando diferentes técnicas adaptadas de antifungigrama, como
difusdo em agar, difusdo em disco e a técnica de microdiluicdo em caldo, a qual tem
sido utilizada com bons resultados (LAMBERT et al., 2001; ARANGO et al., 2004).
Segundo Cleff et al., (2007), a concentragao inibitéria minima do 6leo essencial de
alecrim contra diferentes cepas de C. albicans variou de 2,5 a 10 yL/mL, sendo C.
parapsilosis inibida na concentragdo de 1,25 yL/mL. Tais resultados diferem do
nosso estudo, pois as leveduras apresentaram resisténcia as concentragdes
testadas. Entretanto, para Lima et al., (2006), o 6leo essencial de alecrim mostrou
baixa efetividade antifungica, provavelmente pela diferente metodologia empregada
pelos autores, a qual utilizaram o método de difusdo em meio sélido.

Entretanto, na literatura consultada ndo foram encontrados relatos de
suscetibilidade da levedura T. asahii aos Oleos essenciais de alecrim e orégano.
Silva et al., (2008) relataram que ja ha casos de resisténcia antifungica de T. asahii
isolado de pacientes imunocomprometidos as drogas 5-fluorcitocina, azdis e
anfotericina B.

4 CONCLUSAO

Os testes in vitro demonstraram que os 6leos essenciais de alecrim e orégano
possuem agao antifungica frente a leveduras do género Candida e Trichosporon,
representando uma alternativa no tratamento destas micoses.
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