UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

PRISCILA RAQUEL NOGUEIRA VIEIRA

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE ESPHES DE
OcimumFRENTE A CEPAS DECandidaSPP. BMicrosporum canis

FORTALEZA
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



PRISCILA RAQUEL NOGUEIRA VIEIRA

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE ESPHEES DE
OcimumFRENTE A CEPAS DECandidaSPP. BMicrosporum canis

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Veterinarias da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Estadual do Ceara, como
requisito parcial para a obtencdo do grau de Mesire
Ciéncias Veterinarias.

Area de Concentracdo: Reproducdo e Sanidade
Animal.

Linha de Pesquisa: Reproducdo e sanidade de
carnivoros, onivoros, herbivoros e aves.

Orientador: Profé. Dra. Selene Maia de Morais

Fortaleza
2009



PRISCILA RAQUEL NOGUEIRA VIEIRA

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE ESPHEES DE
OcimumFRENTE A CEPAS DECandidaSPP. BMicrosporum canis

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacgédo em Ciéncias Veterinarias da Faculdade
de Veterinaria da Universidade Estadual do Ceara,
como requisito parcial para a obtencao do grau de

Mestre em Ciéncias Veterinarias.

Aprovada em: 29/07/2009

Banca Examinadora

Profa. Dra. Selene Maia de Morais
Orientadora — UECE

Dra. Raqguel Oliveira dos Santos Fontenelle

Examinadora — UFC

Dra. Erika Helena Sales de Brito

Examinadora



A Deus, porque dele vem minha forca para sempre veer.
Aos meus pais Vieira e Edvanila, as minhas irmas
Patricia e Perla e ao meu noivo Angelo, razao dos

meus esfor¢os e da minha vontade de vencer,

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus toda a honra deste trabalho, porque sem Héegmaia feito.

Ao meu pai, Francisco Lucemir Vieira, pelo esfodgtoda uma vida para me fazer chegar
até aqui. A minha mé&e, Maria Edvanila Nogueira Brags Vieira, pela dedicacdo

incondicional, a minha irméa Patricia Raquel Noga&ireira e, especialmente, a Perla Raquel
Nogueira Vieira, pois alem de irmd, € amiga, corhpan, ajudante e merece a coautoria

deste trabalho.

Ao meu noivo, Angelo Antonio Sousa Moreira, pelcoancuidado e paciéncia.

As minhas primas-irmas Andreza Kelly Souza Vieil@yatia Nogueira Bandeira, pelo amor

e amizade e por estarem sempre prontas a me ajudar.

A minha orientadora, Selene Maia de Morais, por m&odeixar desistir, pela mente sempre

cheia de idéias, por estar sempre de bom humom gnéla mae que ela é para mim.

Ao meu braco direito, amigo e companheiro Francidetley’'s de Queiroz Bezerra, pelo
apoio, forca, paciéncia e por ndo me deixar travatibzinha, excedendo sempre sua carga

horaria. Vocé foi mais que um IC.

A Patricia Maria Diniz Dias, que pela sua compair@s ajudou em muitos experimentos

sem nenhuma obrigacao.

Aos alunos do Laboratério de Produtos Naturais (LB&NUECE, Nadja Soares Vila Nova,
Davi Varela Magalhaes, Micheline Soares Costa @ay€ristiane, Denis, Christiana Duarte,
Caroline Costa Barros, Denise Ramos Moreira, Lyrghiarla de Andrade Machado,
Nayara Rodrigues da Cunha, Agena Camara de Paata,Eduardo de Lima Moreira,
Leonardo Silva Sousa, Igor Rafael Sousa Costa,r&l&atra Barroso, Francisco Edson do
Nascimento Lima, Maria Noely Marcelino de SousazdsiBarbosa Cavalcante e Francinildo

de Sousa Lima Alves pela grande ajuda e pelodaliass que passamos.



Ao Prof. Dr. Rui Carlos Barros e aos alunos do lkatiwmio de eletroquimica e corrosao
microbiana (LECOM) da UECE pelo espaco cedido a peh vontade em ajudar.

A Profa. Dra. Maria Goretti V. Silva do Laboratéde Produtos Naturais da UFC, por me
ceder os 6leos essenciais, e a todos os alunoBNe-IUFC, em especial a Irvila Ricarte, por

serem sempre tao gentis.

A Profa. Dra. Maria Isabel Florindo Guedes e aos@s Isaque Neto Goes da Silva e Maria
Gardenny Ribeiro Pimenta do Laboratério de Biogointiumana da UECE, pelo apoio dado

Nos momentos iniciais desta pesquisa.

Aos amigos que fiz durante o curso, Liliane MoreSidva, Luciana Faustino, Giovanna
Quintino Rodrigues, Camila Virginio, Débora Cast&mnco, pela ajuda que me deram
durante as disciplinas e pela excelente companhia.

Aos meus amigos Jo&o Jaime Giffoni Leite, ErikaeHalSales de Brito, Ana Karoline Freire
da Costa e Raquel Oliveira dos Santos Fontenellespem pessoas com guem eu posso

contar nos bons e maus momentos.

A Universidade Estadual do Ceara, através do Progrde P6s-Graduacdo em Ciéncias

Veterinarias, pela oportunidade de realizacdo dasse.

A Fundacdo Cearense de Apoio ao Desenvolvimentotiie® e Tecnoldgico, pela

concessao da bolsa de estudos.

A todos que contribuiram para a concretizacdo dissartacao.



“ A fé s6 abre os mares quando o momento chegar;
A fé se manifesta quando o limite da for¢a acabar;
A fé tem seus segredos, ndo se revela ao quedeo m
Mas, ao que luta até o momento da fé chegar

Sérgio Lopes



RESUMO

Devido a grande incidéncia das infeccbes causadasfymgos e a resisténcia desses
microrganismos aos antifungicos, cresce a impodados estudos de bioprospeccédo de
produtos naturais com propriedades antimicrobianastencial fitoterapico. O objetivo deste
estudo foi avaliar o potencial antifingico dos élessenciais de espécies brasileiras do
géneroOcimum Os Oleos essenciais das folhasGi@mum americanum, O. basilicuvar.
purpurascens, O. basilicuwar. minimum, , O. micranthura O. selloi foram obtidos por
arraste a vapor e sua composicdo quimica determiafrdvés de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa. A atividadé@ragita dos 6leos essenciais foi avaliada
frente a cepas dwlicrosporum canisCandida albicansC. tropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata e C. kruseipelo método de microdiluicdo em caldo. A analisgmca mostrou que
0s principais componentes foram (Z)-metil cinametig8-cineol par®. americanumlinalol

e a-muurulol paraO. basilicumvar. purpurascensestragol e linalol par®. basilicumvar.
minimum eugenol e e-cariofileno pa€ micranthunme linalol e 1,8-cineol par@. selloi A
avaliacao da atividade antifangica mostrou queso éssencial d®. basilicumvar. minimum
apresentou atividade antifingica apenas contraegascdeM. canis enquanto o 6leo
essencial d®. basilicumvar. purpurascensnostrou-se ativo frente as cepasMiecanis, C.
albicanse C. parapsilosise 0 O. americanunminibiu as cepas dMl. canis, C. albicans, C.
parapsilosise C. tropicalis. Os 0leos essenciais & micranthume O. selloiforam ativos
contra todas as cepas testadadO.Omicranthumapresentou os menores valores de CIM,
variando entre 312,5 a 1200 mg ‘miDiante do exposto, os 6leos essenciaisQde
americanum, O. basilicunvar. purpurascens O. micranthume O. selloi apresentaram
potencial antifangicoin vitro, contraCandidaspp. eM. canis mostrando-se como fontes

promissoras no desenvolvimento de novos agentagsriipicos para tratamento da micoses.



ABSTRACT

Due to high incidence of infections caused by fuagd resistance to antifungal agents of
these microorganisms, the growing importance oflisil on bioprospecting of natural
products with antimicrobial properties and potdnpaytotherapic. This study aimed at
finding new antifungal agents from the essentid @f Brazilian specie©Ocimum The
essential oils from the leaves Ofcimum americanumO. basilicumvar. purpurascensO.
basilicumvar. minimum O. micranthumandO. selloi were obtained by steam distilled and
analyzed by gas chromatography/mass spectromeétgy.amtifungal activity of essential oils
was evaluated against strains Microsporum canis, Candida albican€§,. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabratand C. kruseiby the method of microdilution in broth. Chemical
analysis showed that the main components were @hyhcinnamate and 1,8-cineole fOr
americanum linalool and a-muurulol for O. basilicumvar. purpurascens linalool and
estragole foO. basilicumvar. minimum e-caryophyllene and eugenol for micranthurmand
linalool and 1,8-cineole foD. selloi.The evaluation of antifungal activity showed tte O.
basilicumvar. minimumessential oil was active only against strain®otanis.O. basilicum
var. purpurascensessential oil was active against strainsMof canis C. albicansand C.
parapsilosisandO. americanumnhibited the strains d¥l. canis C. albicans C. parapsilosis
and C. tropicalis O. micranthumandO. selloi essential oils were active against all strains
tested O. micranthunshowed the lowest values of MIC, ranging from 31t®.1200 mg mt.
Considering the above, the essential oil©ofamericanum, O. basilicunar. purpurascens,
O. micranthumandO. selloiwere active in vitro againg&andidaspp. andV. canisand is

promising as sources for the development of newtader herbal treatment of mycoses.

Keywords: Ocimumspp. Antifungal activityCandidaspp.Microsporum canis.
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1 INTRODUCAO

As plantas sao fontes importantes de compostosdi@imente ativos, muitos dos quais
se constituem em modelos para a sintese de umegrandero de farmacos. Estima-se que
existam de 25.000 a 75.000 espécies vegetaisagkiliz nas medicinas tradicionais do mundo,
das quais apenas 1% foi validada por estudos fibesti com demonstracdo de seu valor
terapéutico, quando administradas em seres hunfaiha et al., 2007). Exemplos importantes
de drogas obtidas de plantas sdo a digoxingitélis spp.), a quinina e a quinidin€iachona
spp.), a vincristrina e a vinblastin€&dtharanthus rosels a atropina Atropa belladony a
morfina e a codeinaP@paver somniferum (VEIGAS JR et al., 2006; TUROLLA,
NASCIMENTO, 2006).

O Brasil é o pais com maior diversidade genéticgetad do mundo, contando com mais
de 55.000 espécies catalogadas (AZEVEDO E SILVA620Segundo Simdes et al. (2004),
apenas 8% desse percentual biolégico foi estudadbusca de compostos bioativos e 1.100
espécies vegetais foram avaliadas em suas progegdaedicinais. Dessas, 590 plantas foram
registradas no Ministério da Saude para comeragiia.

Nas ultimas décadas tem se observado um aumentdiahna incidéncia de infeccbes
fungicas, bem como um aumento na resisténcia demalg espécies de fungos aos fungicidas
utilizados na pratica médica e na agricultura (ZANNA et al., 2008; AMARAL E BARA,
2005). O desafio tem sido o de desenvolver esiestégficazes para o tratamento de doencas
fungicas oportunistas, considerando o aumento deerml de pacientes imunocomprometidos e
0 uso indiscriminado de antibioticos. Além dissos miltimos anos se observou um crescente
interesse em reduzir o uso de fungicidas sintétimsgricultura, questionando-se o impacto
ambiental e o potencial risco sanitario relaciosado uso desses compostos. A maioria dos
antifungicos clinicamente utilizados tem variosoimegenientes em termos de toxicidade, eficacia
e custo, e sua utilizagdo freqiientemente leva aceainento de espécies resistentes. Assim,
existe uma grande demanda por novos antifungicodifdeentes classes estruturais, agindo
seletivamente sobre novas metas, com menos efedlagerais (ABAD; ANSUATEGUI;
BERMEJO, 2007).

Varias espécies de plantas nativas tém sido langeneenpregadas pela populacdo, cujo
conhecimento acerca do uso medicinal foi desendoliviicialmente por comunidades indigenas
e caboclas do pais (ROCHA E ROCHA, 2006). Entreprscipais plantas nativas de uso
popular podem ser citadas as espécies de car(@sgaharissp.), pata-de-vacaauhiniasp.),

embauba Cecropiasp.), espinheira-santdl@ytenussp.), guacoNlikania sp.) e maracujazeiro



(Passiflorasp.) (BORGES et al., 2008; RUIZ et al., 2008; AZBME E SILVA, 2006; PILLA
et al., 2006).

Dentre as varias classes de compostos isolados laldap com propriedades
antimicrobianas, os 6leos essenciais sdo recordseqdr apresentarem atividade contra um
grande numero de microrganismos, incluindo espéesistentes a antibioticos e antifungicos
(BERTINI et al., 2005). Nos ultimos anos, a creseenesisténcia dos patdgenos aos
antimicrobianos e o aumento da populacao de pasiemunocomprometidos tém estimulado a
busca de compostos terapéuticos alternativos (BER&t al., 2005; AMARAL, 2004), tais
como 0s extratos obtidos de diversas espécies @osrasOcimum (ZHANG et al., 2009;
SHAHID et al., 2008; HUSSAIN et al., 2008; ALVIANEt al., 2005).

Nesse trabalho foram avaliados os 0leos essemiaisspecie®@cimum americanum, O.
basilicumvar. purpurascens, O. basilicuwar. minimum, , O. micranthumO. selloj nativas do
Nordeste brasileiro, quanto a sua atividade argiftiep contra o fungo leveduriform@andida

spp. e o dermatoéfitMicrosporum canis



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais sdo a mais antiga fonte dgostos farmacologicamente ativos e
praticamente a Unica fonte de compostos medicipaisséculos (SOUSA et al., 2007). A
humanidade utiliza plantas desde antes de Cristogpo numa relacdo de consumidor e mais
tarde para a cura de suas enfermidades. Iniciatks ala medicina moderna, a medicina
tradicional é definida pela Organizacdo MundialS@aide (OMS) como sendo a soma de todos
0s conhecimentos teoricos e praticos, explicauweiséw, utilizados para diagndstico, prevencao
e tratamentos fisicos, mentais ou sociais, baseadbssivamente na experiéncia e observacao e
transmitidos verbalmente ou por escrito de umacgeraa outra (PEREIRA, OLIVEIRA,
LEMOS, 2004).

A medicina tradicional é utilizada em todas as gsmartilo mundo e tem um rapido
crescimento econdmico pelo uso de plantas medsin@specialmente nos paises em
desenvolvimento, onde o servi¢o de saude é limiga@® plantas representam o Unico tratamento
acessivel. Segundo a OMS, as atuais estimativasesugque muitos paises desenvolvidos tém
uma grande proporgéo da populacdo que recorretiagotéadicional de salude, especialmente a
utilizagdo das plantas medicinais. Embora o acassedicina moderna seja disponivel nestes
paises, o uso de plantas medicinais tem mantidopspalaridade por razdes histéricas e
culturais. Por outro lado, nos paises em desemaelvio, 65-80% da populacdo depende
exclusivamente das plantas medicinais como cuidbésigos de saude, até 80% da populacao
na Africa, 71% no Chile e 40% na Coldmbia, entreasu(AGRA et al., 2008).

Os trabalhos relacionados a atividade antimicr@d plantas tiveram inicio na década
de 40. Em 1943, Osborn, pesquisando a atividad2 3% plantas superiores, vitro, contra
Staphylococcus aurewsEscherichia coli verificou que 63 géneros continham substancias qu
inibiram o crescimento de um ou de ambos os miarosgnos (SARTORI, 2005).

No Brasil, as pesquisas sobre substancias antibiécras de origem vegetal tiveram
inicio com Cardoso e Santos (1948), os quais asaticextratos de 100 diferentes espécies
vegetais, indicadas na terapéutica popular comonfarnatérias ou cicatrizantes. Destas,
apenas cinco extratos apresentaram atividadedniitontraS. aureusk. coli e ProteusX-19.

A partir de 1950, foram isolados os primeiros costip® de espécies vegetais: o diterpeno
biflorinina e o triterpeno maitenina. Posteriornegntompostos flavonodides com propriedades

antimicrobianas efetivas contf aureusresistentes a meticilina foram isolados, tais camo



primina, a mocinidina, lapachol e derivados, a flagina, a xantoxilina, a filantimida, a
leteolina e a mirecetina (SARTORI, 2005).

A exploracdo dos recursos vegetais pode levarrdifidacao de metabolitos secundarios
valiosos que podem servir como drogas ou conduzotesenvolvimento de novas substancias
terapéuticas (GOBBO-NETO E LOPES, 2007). O metabwi das plantas € composto por um
conjunto de reacfes quimicas que estdo ocorrendtinecamente nas células (MORAIS E
BRAZ-FILHO, 2007). A sintese de compostos como a&imdos, aclucares, acidos graxos e
nucleotideos, essenciais para a sobrevivénciaalyetais, faz parte do metabolismo primario. Ja
0S compostos sintetizados por outras vias, queeaf@n nao ter relacdo direta com a
sobrevivéncia do vegetal, fazem parte do metabolsacundario (CASTRO E PONTIN, 2005).
Atualmente, sabe-se que muitas das substanciasizidad pelo metabolismo secundario
possuem propriedades biologicas importantes e estétamente envolvidas nos mecanismos
que permitem a adequacédo da planta ao seu meisulsancias pertencentes a essa classe de
metabdlitos possuem diversas funcdes bioldgicas, ¢camo defesa contra herbivoros e
microrganismos, protecdo contra raios UV, atragéigalinizadores ou animais dispersores de
sementes (FUMAGALI et al., 2008).

Dentre os metabdlitos secundarios, varios compa8tosnostrado acdo antifungica, tais
como os alcalbides esteroidais cuja atividaderetda@ionada com a capacidade de desestabilizar
membranas biolégicas (CASTILHOS et al., 2007). Cosmemplo, pode-se citar a tomatina
isolada do tomatd_ycopersicum esculentuimn), que possui um amplo espectro antimicrobiano,
sendo ativa contraspergillusspp.,Candida albicanse Trichophytonspp., fungos sapréfagos,
algumas bactérias Gram-positivas e protozodrios. glimalcaldides presentes na batata
(Solanum tuberosurh.), a solanina e a chaconina, também sado ativosra alguns fungos
fitopatdgenos, tais conmibrichoderma virile Helminthosporium carbonunfrusarium caeruleum
e Cladosporium fulvungSIMOES et al 2004).

Outras classes de compostos, tais como as quindéas, apresentado atividade
antifingica. O timol (2-isopropil-5-metil fenol)seu isémero de posi¢ao, carvacrol (5-isopropil-
2-metil fenol) possuem acdo antibacteriana e amgibh maiores que o fenol, e ao mesmo
tempo, menor toxidade que esse composto. Os tarpnesentes na pitangueira, por exemplo,
possuem ac¢do bactericida e fungicida. Os glicasioslpresentes na mostarda também possuem
efeito antimicético em casos de dermatofitosesyxriahs em cobaias (SIMOES et al., 2004).



2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Uma planta é classificada como medicinal por possubstancias que tém acao
farmacoldgica. Estas substancias sao denominatasow ativo e, na maioria das vezes, nao se
sabe quais destes realmente estdo atuando nautetagROCHA E ROCHA, 2006).

Dentre os agentes terapéuticos provenientes dasaplaom uso medicinal popular e
cientifico, destacam-se os 6leos essenciais. A(I&@rnational Standard Organizatiprefine
Oleos essenciais como produtos obtidos de partpldias através de destilagdo por arraste com
vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por cessfo dos pericarpos de frutos citricos
(COSTA et al.,, 2008). Os Oleos essenciais tambédermoser chamados de 6leos volateis,
esséncias, azeites etéreos ou azeites volateisstitaem um grupo de substancias liquidas,
volateis, responsaveis pelo odor aromatico de siageplantas (MATOS E MATOS, 1989). A
qualidade das esséncias pode variar de um géneutr@ de uma espécie a outra (Amaral,
2004). Os oleos essenciais em geral ndo sao matdoeds, principalmente na presenca de ar,
luz, calor, umidade e metais. S&o raramente ersmbygrem gimnospermas, no entanto, sao
abundantes em angiospermas dicotileddneas (SIMO&S 2004).

Praticamente todos os 6leos essenciais constitueanmaistura de principios quimicos
muito complexa e variam amplamente em sua compmsggndo a maior parte constituidos
principalmente de terpenos (MATOS E MATOS, 1989) Constituintes variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e mérp8, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
éteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos organitctonas, cumarinas e compostos com
enxofre. Na mistura, tais compostos apresentamrsédiferentes concentragdes; normalmente
um deles é o composto majoritario, existindo outnmsmenores teores e alguns em baixissimas
quantidades (SIMOES et al., 2004).

Os 6leos essenciais podem ocorrer, dependendontifiafaem estruturas secretoras
especializadas, tais como em pélos glandulares iflcaae), células parenquimaticas
diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceagqjis caleiferos (Apiaceae) ou em bolsas
lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae, Rutad®@d®@RQUES et al., 2008). Podem ser
extraidos a partir de flores (ros@®osa centifoli folhas (marmeleiro pretoCroton
sonderianu} frutos (funcho; Foericulun vulgarg sementes (sucupira brancBterodum
polygalaefloru$, parte aérea (capim-sant@ymbopogon citratys raizes (vetiverVetiveria
zizanioid3, casca (jatobaHymenaea courbaiij tubérculos (tiririca;Cyperussp.), capitulos
florais (macela;Egletes visco9ae bulbos (alhoAllium sativum) (AMARAL, 2004). Embora
todos os 6rgdos de uma planta possam acumular wdéigis, sua composicdo pode variar



segundo a localizacao anatdbmica das estruturasiforad (DESCHAMPS et al., 2008).

Dados da literatura provam que o ambiente no quwabetal se desenvolve, bem como o
tipo de cultivo, influem sobre a composicdo quimitzs Oleos volateis. A temperatura, a
umidade relativa, a duracdo total de exposicdochceso regime de ventos exercem uma
influéncia direta, sobretudo sobre espécies qusuens estruturas histoldgicas de estocagem na
superficie (MORAIS et al., 2006).

Os meétodos de extracdo dos 6leos essenciais vagafarme a localizacéo do 6leo na
planta e com a proposta de utilizacdo do mesman&s comuns séo: enfloracédo, arraste por
vapor d’agua, extracdo com solventes organicos)spgem e extracdo por g®upercritico
(SIMOES et al., 2004). Uma vez obtido um extrataioe espécie é necessario fraciona-lo para
determinar quais componentes estdo presentes, aodgufor 0 caso, quais componentes
possuem atividade biolégica. Em geral, na separac&@wlamento dos componentes de um
extrato ou Oleo essencial, utilizam-se métodos atograficos, tais como a cromatografia em
coluna (CC), cromatografia liquida sob vacuo, crogafia sob presséo, cromatografia flash,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)pmrratografia em camada delgada (CCD),
cromatografia em papel, cromatografia-contra-coergiota-a-gota (“droplet countercurrent
chromatography”;, DCCC ou “micro droplet counterremt chromatography”;, MDCCC)
(ARAUJO, 2005).

Devido a sua composi¢do complexa, os 6leos esgemi@monstram uma variedade de
acOes farmacoldgicas, tornando-os potenciais fopaea o desenvolvimento de novas drogas
(AMARAL, 2004). Dados da literatura mostram queodlessenciais contendo canfogalyia
officinalis) provocam aumento do ritmo cardiaco e da presséaah A camomilaChamomilla
recutita) macela Egletes viscosaplho @llium sativum)funcho Eoeniculum vulgarge sélvia
(Salvia officinalis)possuem 0leos essenciais que relaxam a musculisturatestinal (atividade
antiespasmadica). O oOleo essencial do cravo-da-i@diryophyllus aromaticus)elo seu alto
teor em eugenol, possui atividade anestésica I8dgilins 6leos essenciais tém suas atividades
sobre o sistema nervoso central (SNC) conhecida® astimulante (6leos essenciais contendo
canfora), sedativa (melissdelissa officinali$, ou mesmo provocando convulsdes em doses
elevadas (salviaBalvia officinalise cassiaCinnamomum cassiaOleos essenciais que contém
azulenos, como a camomila, possuem atividade Hatinatéria. Alguns 6leos essenciais
possuem atividade analgésica como aqueles extrd@losacelaHgletes viscosa)SIMOES et
al., 2004).



2.2.1 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A atividade antimicrobiana foi documentada par#less essenciais, extraidos de varias
espécies de vegetais, tais como, hortela-pimeviantha piperita), Achillea frangatissima,
cajepute(Melaleuca leucadendronjnelaleuca(Melaleuca alternifélia),rosa-de-JericqAlthea
résea) e capim-limdo Cymbopogon citratus)pela presenca de componentes como timol,
carvacrol, eugenol, 1,8-cineol, linalol, pinenajiafieno e citral (AMARAL, 2004).

Nos ultimos anos a atividade antifungica de Olesse®rciais tem sido relatada para
diversas espécies, envolvendo principalmente aflifsnbamiaceae, Asteraceae, Verbenaceae,
Rutaceae, Lauraceae e Cupressaceae (ABAD et 8If).2RIguns dos mais importantes 6leos

essenciais com atividade antifungica estdo apredesino quadro 1.

Quadro 1. Espécies de plantas cujos 6leos esseapig@sentam atividade antifingica.

Oleos essenciais Constituintes | Fungos sensiveis Referéncias

isolados
Satureja montana Candida albicans | GIORDANI et al., 2004
Lavandula angustifdlia| Linalol Candida albicans | GIORDANI et al., 2004

Acetato de linalil

Lavandula hybrida

Candida albicans

GIORDANI et al., 2004

Lavandula stoechas | Fenchona Rhizoctonia solani | ANGIONI et al., 2006
Limoneno Fusarium oxysporum
Mirtenol Aspergillus flavus
Rosmarinus officinalis | a-pineno Candida albicans GIORDANI et al.,
Borneol Fusarium 2004,
Canfeno graminearum ANGIONI et al., 2004
Canfora
Thymus vulgaris Timol Candida albicans GIORDANI et al., 2004
Origanum vulgaris Candida albicans | GIORDANI et al., 2004
Ocimum gratissimum Dermatéfitos KOBA et al., 2009
Leveduras
Lippia sidoides Carvacrol Candidaspp. FONTENELLE et al.,
Timol Microsporum canis | 2007
Chrysanthemum Canfora Fitopatdgenos ALVAREZ-
coronarium a e p-pineno CASTELLANOS et al.,

Acetato de liratil

2001

Croton zehntneri

Candidaspp.
M. canis

FONTENELLE et al.,
2008

Croton

M. canis

FONTENELLE et al.,




Croton nepetaefolius M. canis FONTENELLE et al.,
2008
Psiadia lithospermifolia 3-elemeno Aspergillus GOVINDEN-
Farneseno ochraceus SOULANGE et al.,
a-curcumeno Candida 2004
B-bisaboleno pseudotropicalis
Fusarium
moniliforme
Tagetes patula Piperitona Fitopatdgenos ROMAGNOLI et al.,
Piperitenona Botrytis cinera 2005
Penicillium
digitatum
Citrus sinensis Fitopatogenos SHARMA et al., 2006
Haplophyllum a e B-felandreno | Curvularia lunata AL-BURTAMANI et
tuberculatum Limoneno Fusarium al., 2005
-ocimeno oxysporiun
Calocedrus formosana| a-curcumeno Lenzites betulina CHENG et al., 2004
Murolo Pycnoporus
coccineus
Trametes versicolor
Laetiporus
sulphurous
Juniperus comunis Aspergillusspp. CAVALEIRO et al,
Candidaspp. 2006

Neste trabalho foram estudados os Oleos essedeigikantas nativas da regido Nordeste
do Brasil, a saberOcimum americanum, O. basilicunar. purpurascens, O. basilicuvar.

minimum, , O. micranthumO. selloi.

2.3 PLANTAS ESTUDADAS

2.3.1 O GENEROOCIMUM

O géneroOcimum familia Lamiaceae, compreende mais de 64 espéedsiceas e
subarbustivas encontradas em regides tropical opital da Asia, Africa, América Central e
do Sul, mas o principal centro de diversidade @rticente africano. As plantas deste género
apresentam grande diversidade de espécies, sentdecidas, popularmente, como alfavacas e
manijericdes (DAVID et al., 2006; BLANK et al., 20040RENZI E MATOS, 2002).

A nomenclatura botéanica correta para as espéciegéderoOcimum €& de grande



interesse, devido a grande ocorréncia de polinzagé@izada, facilitando hibridacdes e
resultando em um grande namero de subespéciesdadgas e formas. A espé€e basilicum
popularmente conhecido como manjericdo, possui deB0 variedades, podendo-se questionar
a identificacdo botanica do manjericéo citado eyuraks literaturas (BLANK et al., 2004).

A Europa e os Estados Unidos comercializam espétmegéneroOcimum para fins
ornamentais e aromaticos. Além disso, a selecatifdentes aromas nesse género, buscando
espécies de interesse para a industria de cosméidaigiene, levou a formacdo de tipos
quimicos ricos em certos compostos, sendo denowsnath funcdo de seus altos teores de
linalol, eugenol, timois, cinamato de metila, egtladentre outros (POTZERNHEIM et al.,
2006). Ainda algumas espécies podem ser dividaacdedo com outros quimiotipos como
metil-linalol, chavicol; eugenol, 1,8-cineol, se#qtpenos; metil-eugenol, eugenol
(MATASYOH et al., 2007). Portanto, em geral, aséesgs deOcimum sdo classificadas
segundo a composicdo quimica dos 6leos essenciais.

Os Oleos essenciais constituem a matéria primaaler malor agregado nos mercados
nacional e internacional, obtida a partir de follkadpices com inflorescéncias das plantas do
géneroOcimumem estadio de maturidade ideal (SILVA et al., 200%)producdo de oleos
essenciais é destinada a fabricacao de farmaatbsmeas, além de aplicacbes como ingredientes
em alimentos e aditivos nos produtos cosméticoseehigiene pessoal, devido a suas
propriedades antioxidantes e antibacterianas (V&hdl., 2009).

Muitas de suas espécies sao utilizadas populaememttratamento de doencas, na
culinaria e como repelente de insetos (AGRA et28l08; CHOWDHURY et al., 2008; COSTA
FILHO et al., 2006). Diversas propriedades biolagitem sido comprovadas para as espécies de
Ocimum como as atividades hipoglicemiante, antiinflamaté@ntileishmania, tripanossomicida
e antinociceptiva atribuidas & gratissimum(SANTORO et al., 2007; UEDA-NAKAMURA
et al., 2006; RABELO et al., 2003). A atividadeiantrobiana foi relatada para varias espécies,
podendo-se destacar as espé@edasilicumdo MediterraneoQ. gratissimunde Africa eO.
sanctumda india, que mostraram forte atividade antib&tere antifingica (SUPPAKUL et al.,
2003).

2.3.50CIMUM AMERICANUM L.

A espécieO. americanum(sin. O. canumSims) (Figura 1) é comumente chamada de

alfavacdo na regido amazbnica. Em outras regidegnBecida como remédio-de-vaqueiro,



alfavaca-do-campo, alfavaca-de-vaqueiro e manri€¥s dados botanicos mostram que a
planta € uma erva com ramos ascendentes, glabesstes, de onde partem folhas ovais,
denteadas, glabras, verdes e finas; flores vermelraticiladas e dispostas em racemos (DI
STASI E HIRUMA-LIMA, 2002).

Fonte: VIEIRA, 200
Figura 1. Folhas e inflorescéncias@eamericanum

0. americanun® amplamente distribuido nas regides tropicaisbé&r@picais, porém nao
€ nativo da América, como indica 0 nome. Ao cordrdas outras espécies de manjericoes, ndo
é utilizado com frequéncia na culinaria, apresafdganaior uso como planta medicinal (VIEIRA
et al., 2003). A medicina tradicional faz uso dusdo ou xarope para tratar asmas, febres,
tosses, gripe, bronquite e indigestdo (AGRA et2808; CHOWDHURY et al., 2008). Na india
o0 extrato das folhas secas é usado para tratamaaze outra infeccées epidérmicas (KOCHE et
al., 2008) e no Kenya é usado como repelente (SEM®tAal., 2002).

A espécie é rica em 0leos essenciais que podesuip@®mo constituintes majoritarios
metil e-cinamato (VIEIRA E SIMOM, 2000) ou eugemmlmetil-chavicol (SHADIA et al.,
2007), dependendo do local de coleta. Vieira et(2003) identificaram no extrato de.

americanuml9 flavondéides.



Os 6leos essenciais e extratos dessa espécie raprasdiversas atividades bioldgicas,
podendo-se destacar atividade antioxidante (HAKKMI., 2008), antimaléarica (CLARKSON
et al., 2004), repelente (SEYOUM et al., 2002)eiicsdda (SHADIA et al., 2007), antifangica
contra fitopatogenos (PANDEY E DUBEY, 1992) e aatiteriana frente Rropionibacterium
acnes(VIYOCH et al., 2006).

2.2.20CIMUM BASILICUM VAR. PURPURASCENSE VAR. MINIMUM

O Ocimum basilicuni. é uma planta herbacea, anual ou perene, qugeasité 1 m de
altura e possui caule muito ramificado. O caratematico tipico de cada tipo @& basilicumé
determinado pelo genoétipo e depende dos principigp0ostos quimicos presentes no mesmo
(EHLERT et al., 2008).

Segundo Lorenzi e Matos (2002), os principais catgmvolateis da espécie sdo: timol,
metil-chavicol, linalol, eugenol, cineol e pirer@s Oleos essenciais das folhas e inflorescéncias
tém sido extensivamente utilizados na industrisalilmentos, farmacéutica e de cosmeéticos,
além de ser utilizado na medicina popular para etenbcefaléia, diarréia, resfriado e como
carminativo, digestivo e antiespasmaodico (HUSSAtEIg 2008).

A espécieO. basilicumé muito variavel na sua morfologia, nimero de @ssomos e
composicao quimica do oleo essencial, dependerslgatecdes e quimiotipos, da cor e aroma
das folhas e inflorescéncias e do lugar onde faraletadas. Essas variacdes sao atribuidas ao
grande numero de cruzamentos para a selecdo detecdsiicas como cheiro e sabor,
possibilitando a descricdo de muitos quimiotipos d@eos. Durante um levantamento
guimiotaxonomico do génef@cimum constatou-se que mesmo 0Oleos essenciais dadader
deO. basilicumndo possuem composi¢cao quimica homogénea. Popexem®. basilicumvar.
basilicum e o O. basilicumvar. purpurascens que apresentam cinco e trés quimiotipos
diferentes, respectivamente (GRAYER et al., 1996).

A variacdo na composi¢cdo quimica das variedade®.deasilicumfoi estudada por
diversos autores. Silva et al. (2003) constataram @ 0leo essencial d2. basilicumL. e O.
basilicumvar. purpurascengFigura 2) possui como constituinte majoritaribnalol, enquanto
no O. basilicumvar. minimum(Figura 3) predomina o estragol. O estudo feitoTpevisan et al.
(2006) corrobora com Silva et al. (2003) mostrandiinalol como principal constituinte das
espécie®. basilicume O. basilicumvar. purpurascensGrayer et al. (1996) estudando varios

acessos dessas duas variedades e de uma inteienediée elas, encontraram como principais



constituintes o linalol, estragol e eugenol.

Diversas atividades biolégicas foram constatadas a espéci®. basilicumHUSSAIN
et al.,, 2008), no entanto para a variaghwpurascenssomente a atividade antioxidante e
antibacteriana foram estudadas (TREVISAN et aD/7200AKHAEI et al., 2006).

i

Fonte: VIEIRA, 200

Figura 2. Aspecto das folhas e inflorescéncia® deasilicumvar. purpurascensmostrando a

coloracao roxa das flores.



Fonte: VIEIRA, 200

Figura 3. Exsicata d®. basilicumvar. minimum arquivada no Herbario Prisco Bezerra.

2.3.30CIMUM MICRANTHUM WILLD.

A espécieO. micranthum(sin. O. campechianuriiill.) é conhecida popularmente pelos
nomes de alfavaca do campo, alfavaca silvestrayadf de galinha, favaquinha e manjericédo
(MONTELES E PINHEIRO, 2007; SACCHETTI et al., 200Dl STASI et al.,, 2002).
Apresenta-se como um arbusto (Figura 4) com caale@ pubescente; folhas pecioladas,
ovaladas, agudas, membranosas, margem irregulaménte pubescentes e inferiormente
glandulosas, pequenas; inflorescéncia racemosaegldada, com flores de célice tubuloso de
labios superior tetradenteado e corola com tubgoeaniado e labio superior branco e inferior
violeta; androceu com estames inclusos; gineceumario ovoide; nuculas negras e lisas (DI

STASI E HIRUMA-LIMA, 2002).



Fonte: VIEIRA, 200
Figura 4. Folhas e inflorescéncias@emicranthum

O. micranthumé popularmente usado no Brasil para tratar infecge geral, tosses,
bronquite (DI STASIA et al., 2002; MOREIRA et a2002), dismenorréia, infeccbes vaginais
(MICHEL et al.,, 2007) e doencas associadas ao kyoargeniturinario (MONTELES E
PINHEIRO, 2007; ALBUQUERQUE E ANDRADE, 2002; HEINBH et al., 1998). Na
Amazobnia peruana inala-se o cha para tratar vedigen idosos (SANZ-BISET et al., 2009).
Além do uso na medicina tradicion&, micranthumé utilizado como condimento, tempero e
aromatizante (AMARAL E GUARIM, 2007).

Tal como ocorre com muitas especiarias, uma grgoaige do aroma e sabor
de O. micranthumeé devido a presenca de 6leos essenciais, presgntishas, inflorescéncia e
sementes, largamente utilizados pelas indUstriasafz8utica, de alimentos e perfumes devido
aos seus constituintes majoritarios (LORENZI E MAS,02002). Porém, espécies que
pertencem a familia Lamiaceae sdo conhecidas pesaptar polimorfismo quimico dos seus
Oleos essenciais (SACCHETTI et al., 2004), ja tesido identificados trés quimiotipos distintos
para essa espécie. O quimiotipo indiano que corméntipalmente eugenol, 1,8-cined};

cariofileno ey-elemene; o quimiotipo do Norte do Brasil, idectfilo a partir de plantas da



regido amazonica, que posspielemene, B-cariofileno e isoeugenol como principais
componentes; e o quimiotipo do Nordeste Brasilarescendo em clima de baixa umidade e
alta incidéncia de luz solar, que produz oleo cargeaol, -cariofileno e elemicina como
principais constituintes (SILVA et al., 2004).

Através de ensaios bioldgicos realizados com osstitaintes fixos e volateis d@.
micranthumpode-se comprovar a atividade antioxidante (TRE\WSA al., 2006; SACCHETTI
et al., 2004; SANCHEZ-MEDINA et al., 2001), antimabiana (SACCHETTI et al., 2004;
SANCHEZ-MEDINA et al., 2001), antihemorragica (OTBRet al., 2000) e antinociceptiva
(LINO et al., 2005).

2.3.40CIMUM SELLOI BENTH.

Ocimum sellgi popularmente conhecido como elixir paregéricdavaguinha ou
atroveran (LORENZI E MATOS, 2003), é uma espéciebfieea, perene, de até 1,20 m de
altura, com florescimento ao longo de todo o anmreéenta caule quadrangular caracteristico,
folhas pecioladas, opostas, ovada, com margemhsela, apice acuminado e base atenuada,
medindo até 5 cm de comprimento por até 2,5 cnamdgita (Figura 5). A inflorescéncia é uma
espiga terminal com flores bilabiadas, agrupades drtrés, mostrando coloragcéo entre roxo ao
réseo; nectario na base de cada grupo de trés.flore flores sdo completas, hermafroditas,
ciclicas e hipdginas. Os frutos séo tetraquéniodepdo produzir um nimero maximo de quatro
sementes pequenas, amarronzadas e ligeiramengadémpor fruto (FACANALI, 2008).

Trata-se de uma espécie nativa, de ocorréncia egiées Sudeste e Sul do Brasil
(COSTA et al., 2007), com largo uso na medicinaupepcomo antidiarréico, antiespasmaodico e
antiinflamatéria (COSTA et al., 2009), além do eegar em disturbios digestivos, no tratamento
de inflamagbes, como gastrite e bronquite e pavarabores nas pernas (VIEIRA E SIMON,
2000).



Fonte: VIEIRA, 200

Figura 5. Aspecto das folhas e inflorescénciaslér Paregorico.

Possui folhas aromaticas, cujo 6leo essencial ept@scomo principais constituintes:
metil-chavicol (Estragol) (COSTA et al., 2009; PAVIet al., 2004; FARAGO et al., 2004;
MORAES et al., 2002), metil eugenol (PAULA et @&004; FARAGO et al., 2004), trans-anetol
(PAULA et al., 2004; MORAES et al., 2002), elimiaifFACANALI, 2008; DAVID et al.,
2006), trans-cariofileno e germacreno D (FACANARQO8; DAVID et al., 2006; PAULA et
al., 2004), podendo esses constituintes variar rikgelo da época e local da coleta
(FACANALI, 2008), da temperatura de secagem (DAV#ED al., 2006) e condicbes de
armazenamento (COSTA et al. 2009), revelando a&pgasde quimiotipos diferentes para essa
espécie (MORAES et al., 2002).

Estudos realizados com os 6leos essenciaisOdeselloi comprovaram atividade
antiespasmadica, antiinflamatoria, analgésica (VARRINE et al., 1994), repelente (PAULA
et al., 2004), antiulcerogénica (COLA et al., 2063ntimicrobiana frente Bscherichia colie
Staphylococcus aureusAlem disso, Paula et al. (2004) demonstraram ©obafeito
toxicologico dos quimiotipos estragol e eugenolstrando que esses 6leos essenciais nao séo

mutagénicos, apoiando assim 0 uso na medicinaioadi.



2.4 FUNGOS

Os fungos sao organismos eucarioticos, com nuaeo definido circundado por uma
membrana nuclear; uma membrana celular que coipéheds, glicoproteinas e esterdis; parede
celular; mitocéndrias; aparelho de Golgi; ribosserntigados ao reticulo endoplasmatico e um
citoesqueleto constituido por microtdbulos, midesfientos e filamentos intermediarios. Essa
descricdo demonstra que esses microrganismos pos&ielas tdo semelhantes as hospedeiras
que é dificil elaborar estratégias terapéuticas@8pas dirigidas contra o parasita e atOxica para
0 hospedeiro (SCHAECHTER et al., 2002).

De acordo com sua morfologia os fungos podem sessificados em filamentosos,
leveduras e dimodrficos. Este Ultimo grupo pode sgm&ar-se na forma filamentosa ou
leveduriforme, dependendo da temperatura a quepéstx na temperatura ambiente (25 —
28°C), apresentam-se na forma filamentosa e naetatoupa de 37 - 39°C mostram-se como
leveduras (SIDRIM; ROCHA; CORDEIRO, 2004).

As micoses podem ser classificadas, segundo aoteei 6rgaos atingidos em: micoses
superficiais, de localizagdo nas camadas mais ficipey da pele ou dos pélos; micoses cutaneas
ou dermatomicoses, localizadas na pele, no pélonasuunhas; micoses subcutaneas; micoses
sistémicas ou profundas atingindo, principalmedtgdos internos e visceras, € as micoses
oportunistas que atingem os pacientes imunocomgidosepor doenca de base, como cancer,
diabetes, ou aqueles que sdo submetidos a tra@ene@um uso de corticoidoterapia,
imunossupressores e antibioticoterapia (TRABULALEERTHUM, 2004).

Dentre as micoses superficiais, estdo as dern@defif que se localizam nas zonas
planas e intertriginosas da pele (LACAZ et al., 200e sé&o produzidas por fungos
especializados, denominados dermatofitos, os qéaisa habilidade de degradar a queratina e
transforma-la em material nutritivo para seu crascito (BALDA et al., 2007). Essas micoses
sdo consideradas importantes para a clinica vatejrpois acometem o0s animais domeésticos,
possuindo potencial zoondtico (BRAGA et al., 200%9. espécies zoofilicas séiicrosporum
canis, Trichophyton mentagrophytes. mentagrophytesl. verrucosun{fPRADO, 2007)

Pertencem ao grupo dos dermatdfitos os fungosndifdosos, hialinos, septados,
algumas vezes artroconidiados, queratinofilicossipais de colonizar e causar lesdes clinicas
em pélos e/ou extrato corneo de homens e anim@EI(EO et al.,, 2008). Os dermatofitos
compreendem cerca de 45 espécies enquadradas frgétréros:Trichophyton (Figura 6),
Microsporum(Figura 7) eEpidermophytor{Figura 8). As espécies mais comumente isoladas de

dermatofitoses no Brasil s&b: rubrum T. mentagrophyted'. tonsuransM. canis M. gypseum



e E. floccosum(SIDRIM, BRILHANTE, ROCHA, 2004). Os fungos desseupgp secretam
gueratinases, um grupo de enzimas que degradararatiga, proteina presente no cabelo, na
pele, nas unhas e nos pélos. A infeccao é tramaatipartir de um individuo para outro, de um
animal para o homem ou do homem para o animalc@atato direto ou indireto por fémites
contaminados (TORTORA et al., 2002).

Fonte: Brito, 2008
Figura 6. Microconidios em cachos e hifas em esmiaaacteristica de

T. mentagrophytes

Fonte: Brito, 2008
Figura 7. Macroconidios simétricos com septos dedas finas e extremidades

arredondadas caracteristicoMegypseum.



':' I

A tr

DA s
F"" ‘

r -2, ""1.

Fonte: www.medmicro.wisc.edu

Figura 8. Macroconidios de parede fina, com da@isieo septos,

agrupados em cachos, caracteristic& diboccosum.

As dermatofitoses sdo infec¢ces cosmopolitas, ltlyem entanto, variagdes regionais
marcantes no que diz respeito a tipos e frequétasaespécies isoladas. A literatura mundial
aponta oT. rubrum como a espécie de dermatofito mais comumentediaotam humanos.
Estudos de incidéncia de dermatofitoses na Regifi@ Sudeste do Brasil tém apontadd.o
rubrum, M. canis, T. mentagrophytesspectivamente, como as trés espécies maislenées
Na Regido Nordeste foram apontadogonsuransseguido dd. rubrume M. canis(SIDRIM,
BRILHANTE, ROCHA, 2004). No Cear4, as espécies mneaiolvidas em dermatofitoses sao o
T. rubrumseguido peld. tonsuransM. canis, T. mentagrophytes. floccosun(BRILHANTE
et al, 2000).

O Microsporum canigFigura 9) € o responsavel pela maioria dos casasidoses em
animais de estimacédo e o mais frequente dermatddibdilico de humanos, em diversas areas
urbanas (CAFARCHIA et al., 2006). As enfermidadesaticas tém importancia distinta dentro
das enfermidades veterinarias devido ao seu pafenobnotico (NAKAMURA et al., 1999).
Véarios pesquisadores tém demonstrado a importaepidemioldgica dos animais nas
dermatofitoses. Dentre os animais domésticos o @atoprincipal disseminador dd. canis
(NOBRE et al., 2001). As dermatofitoses em feliség clinicamente caracterizadas por areas de

alopecia e quebra de pélos e em raros casdd. acanis tem sido associado com o



desenvolvimento de granulos e nddulos teciduaiCKRIRD et al., 1994). OM. canis é
cosmopolita, endémico em criagbes de felinos, amdes os animais jovens podem estar
clinicamente afetados e em contraste, os adultotadqmes podem nao apresentar lesdes
(LACAZ et al., 2002).

T

Fonte:Brito, 200¢
Figura 9. Macroconidios fusiformes, de paredessg®s

com 5 a 7 septacdes, caracteristicMdeanis

A terapia para tratamento das dermatofitoses densegsremocao completa de estruturas
epiteliais infectadas e mortas, e aplicacdo de smstancia antimicotica no local (SIDRIM,
BRILHANTE, ROCHA, 2004). No tratamento tépico, s#tdizados preparados a base de tintura
de iodo, &cido salicilico ou antifungicos em formda creme ou solug¢des: cetoconazol,
iIsoconazol, miconazol, tolciclato, clotrimazol, dnzol, ciclopiroxolamina, terbinafina. O
tratamento sistémico é feito por derivados azdélicesoconazol, itraconazol e fluconazol, pela
terbinafina ou griseofulvina (MORIELO et al., 2006RABULSI et al., 2004). Embora a terapia
ndo dependa da espécie flngica, o sucesso no érdtanpode estar relacionado ao
conhecimento do patégeno, e por conseqiéncia, wWlgpesdil ecologico, a fim de garantir a
erradicacdo do microrganismo e a interrupcdo dim @pidemioldgico da doenca (SIDRIM,
BRILHANTE, ROCHA, 2004).

Além dos dermatéfitos, fungos leveduriformes tamip&®suem importancia veterinaria,



como espécies dos géneKdandidae Malassezia BRITO et al., 2007). A histéria natural das

doencas causadas por leveduras € melhor compraentlid da susceptibilidade do hospedeiro.
O individuo normal apresenta mecanismos de defesspécificos e especificos, tais como
barreiras anatbmicas e fisioldgicas, respostanrdtaria e resposta imunoldgica, que, juntos,
representam obstaculo ao estabelecimento da inféaggica (MILAN E ZAROR, 2004).

O géneroCandidaé composto por fungos leveduriformes hialinosptexnicamente
enquadrados no grupo dos ascomicetos (SIDRIM E R&CHO04). No exame direto do
material clinico, o género apresenta-se como urratesa unicelular ovalada, Gram-positiva
com tamanho variavel de 2 aufh, e como células alongadas com brotamentos, sanetha
hifas, denominadas pseudo-hifas. As espécie€atelida apresentam colénias de coloracao
branca, superficie lisa ou levemente rugosa erngexfiabrosa umida (Figura 10a) (MORETTI et
al., 2004), que crescem bem dentro de 48 horas @rhperaturas de 25 e 37°C (SIDRIM E
ROCHA, 2004). Com relagd@o a microscopia caracteriga por blastoconidios esféricos (Figura
10b) ou levemente ovais, paredes finas e ausércieddsula, sendo que algumas espécies

apresentam clamidoconidios terminais ou intercaldrACAZ et al., 2002).

A

g

Fonte: Brito, 2005 Fonte:Brito, 200t

Figura 10. (A) Colbnia de coloracdo branca, supierfisa, textura glabrosa umida,
caracteristica das espéciesGimdidae micromorfologia (B) mostrando
clamidoconidios d€andida albicans

Para a identificacdo das espécies do gé@emnndida muitos aspectos sdo levados em
consideracdo, como morfologia, capacidade de fortnAo germinativo, assimilacdo de
carboidratos, assimilacdo de nitrogénio e ferm@atage carboidratos (SIDRIM; ROCHA,
2004).



Em animais as leveduras do gén@andidasao isoladas em diferentes sitios, como o
tubo digestivo, mucosas e pele, embora seja unorgamismo saprébio em homens e animais,
um desequilibrio no binbmio parasito-hospedeirajeptorna-lo agente de infecgdes (BRITO,
2005). Um aumento das infec¢cdes fungicas causadasCpndida tem sido descrito
especialmente apds o advento da Sindrome da Imiiciédeia Adquirida, além disso, 0 uso
indiscriminado de antibidticos e imunossupresses8o envolvidos nos casos mais graves da
doenca (WINGETER et al., 2007). Na medicina veterama multiplicacao celular das leveduras
é facilitada por fatores como alteracdes do pH,desantibidticos, glicocorticoides ou farmacos
indutores de neutropenia, deficiéncia nutriciopaincipalmente de vitaminas e ferro, doencas
metabdlicas e endocrinopatias (CLEFF et al., 2007).

A resisténcia as drogas antifungicas tem sido ramadt em cepas dgandidaspp. Em
quadros infecciosos humanos (LOEFFLER et al., 2098)clinica veterinaria Brito et al (2007),
em estudo pioneiro de avaliacdo do perfil de sditgde antifingica de leveduras oriundas de
caes, detectaram cepas@endida albicans C. tropicalisresistentes a cetoconazol, fluconazol
e itraconazol.

Infeccbes em animais causadas @andidaspp. ja foram relatadas em casos de otite
(BRITO et al., 2007), infec¢des urinarias (OZAWAatt, 2005), endoftalmite (LINEK, 2004),
lesbes cutaneas (MORETTI et al., 2004) e infecg&t&micas (BROWN et al., 2005). No
Brasil a presenca dé. albicansfoi detectada em bovinos com otite (DUARTE et 2001) e
em casos de dermatomicoses em caes (MORETTI €08K,). Além deC. albicans Muller et

al. (2002) isolaram cepas resistente€dguilliermondii em caes com dermatomicoses.

2.6 METODOS DE ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

A atividade antifungica é medida vitro, a fim de determinar a poténcia de um
antibiético em solugéo, sua concentracdo em liguédtecidos corporais e a sensibilidade de um
determinado microrganismo a concentracdes conlealéste antibidtico (JAWETZ et al.,
2005).

A entidade responsavel pela normatizacéo de técdiedaboratorio clinico nos Estados
Unidos é oClinical Latoratory Standards InstituteCLSI, anteriormente denominadiational
Committee for Clinical Laboratory Standards NCCLS) que padronizou os testes de
sensibilidade de fungos a drogas antimicéticandedo variaveis como método e preparacao de

in6culo, composicdo e pH do meio a ser utilizadongeratura e tempo de incubacdo e



determinacao dos critérios de leitura do teste (CRBO E ALVES, 2004).

A macrodiluicdo em caldo foi o primeiro método padzado pelo CLSI (1992), porém
por tratar-se de método laborioso e de dificil agdo em laboratérios de rotina, houve a busca
de métodos alternativos que possibilitassem ardatacdo da concentracao inibitéria minima
de drogas antifungicas. A microdiluicdo em caldigFa 11), realizada segundo parametros do
CLSI, além da maior facilidade na sua execucdomipera analise de grande numero de
amostras, com economia de material (COLOMBO E ALVE®4). Esse método também foi
padronizado pela organizacao europérmifungal Susceptibility Testing Subcommittee hef t
European Committee on Antibiotic Susceptibility tings (AFST-EUCAST), baseado nos
procedimentos da referéncia CLSI M27-A2, mas cogurabs modificacdes a fim de se obter
maior exatiddo na determinacdo dos valores de Clbdh¢entracao inibitéria minima). Estudos
tém confirmado que a modificacdo do documento QUSI-A29 com a suplementacdo do meio
RPMI 1640 com 2% de glicose no meio de culturaBdora metodologia mais vantajosa, por
reduzir o tempo de incubacgdo necessario (24 h) gg@bter um crescimento suficiente para a
determinacao dos valores de CIM (STOPPA et al.9200

Fonte: Vieira, 200
Figura 11. Placa de 96 pocos, utilizada no métedmidrodiluicdo em caldo

Alem destes, o0 método de difusdo em disco, padxdoipelo CLSI para leveduras, na
norma M44-A (NCCLS, 2004), possibilita analises mfitativas, com bons resultados, alta
reprodutibilidade e correlagdo com a microdiluieio caldo (Espinel-Ingroff et al., 2007).

Os testes de susceptibilidade as drogas antifimgiodem ser usados ndo somente na
pesquisa de sensibilidade aos antimicrobianos, acambém na busca por novos farmacos pela
verificacdo da atividade antifingica de amostrampiexas, como extratos vegetais, e de

substancias puras. As metodologias para a avalidedatividade antifungica de produtos



naturais séo variaveis, sendo realizadas a bioaitaga difusdo em agar e a diluicdo em agar e
caldo (STOPPA et al., 2009).

Os resultados obtidos por cada um desses métodesnpdiferir devido a fatores como
as variacOes entre os testes, a exemplo do cregommecrobiano, exposicdo de microrganismos
aos extratos, a solubilidade do extrato ou de senmponentes e 0 uso e quantidade de diluentes.
Por isso, algumas peculiaridades devem ser levadesonsideragdo, como a volatilidade,
insolubilidade em agua e complexidade dos Oleosne&ss, visto que essas caracteristicas

podem interferir significativamente nos resulta(®MASCIMENTO et al., 2007).



3 JUSTIFICATIVA

A pesquisa de novos agentes antifungicos se fazss@ga devido a grande incidéncia
das infeccdes fangicas, inclusive em clinicas wadeias, onde ha relatos de cepas isoladas de
animais, resistentes as principais drogas clinicaenetilizadas. Esse fato é agravado pelo
limitado arsenal antifingico disponivel, associads efeitos colaterais e alto preco dessas
drogas. Estudos bioprospectivos de novos agentemdalogicos sdo de extrema importancia,
principalmente em paises, como o Brasil, que oéeneema imensa biodiversidade.

Nesses estudos varias espécies de plantas seadegtac apresentarem bioatividades
relevantes, como potencial contra um grande nurderdungos. Desta forma, o estudo da
atividade antifungica dos Oleos essenciais de espdan génercOcimum entre estasO.
americanumO. basilicumvar. minimum O. basilicumvar. purpurascensO. micranthume O.
selloi pode contribuir significativamente na busca porsgaiticias mais eficazes e menos toxicas

com atividade contra fungos fregiientemente isoldéamnimais em clinicas veterinarias.



4 HIPOTESE CIENTIFICA

Os 6leos essenciais d@. americanumO. basilicumvar. purpurascensO. basilicumvar.

minimum O. micranthume O. selloipossuem atividade contra os funddgErosporum canise
Candidaspp.



5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifangica dos Oleos esseacdg O. americanum O. basilicumvar.
minimum O. basilicumvar. purpurascensO. micranthume O. selloifrente a cepas déandida

spp. eM. canis

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar a composi¢cdo quimica dos 6leos esserigd). americanumO. basilicum
var. minimum O. basilicum var. purpurascens O. micranthume O. selloi por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometricadsam

» Avaliar a atividade antifungica dos 6leos esseada. americanumO. basilicumvar.
minimum O. basilicumvar. purpurascensO. micranthume O. selloi pelo método de

microdiluicdo em caldo, contra fungos dos gén&asdidae Microsporum
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Resumo

Devido a grande incidéncia das infeccbes causadasfyngos e a resisténcia desses
microrganismos aos antifingicos, cresce a impodaios estudos de bioprospeccdo de
produtos naturais com propriedades antimicrobi@npstencial fitoterapico. Os objetivos deste
estudo foram encontrar novos agentes antifingicparir dos 6leos essenciais de espécies
brasileirasOcimum Os 6leos essenciais das folhasQigmum americanum, O. basilicuvar.
purpurascens, O. basilicurar. minimum, , O. micranthumO. selloiforam obtidos por arraste

a vapor e analisados por cromatografia gasosaa®pl espectrometria de massa. A atividade
antifingica dos 0leos essenciais foi avaliada eoot@rpas deMicrosporum canis,Candida
albicans C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabra&C. kruseipelo método de microdiluicdo em
caldo. A anélise quimica mostrou que os princigaisiponentes foram (Z)-metil cinamato e
1,8-cineol paraO. americanum linalol e a-muurulol paraO. basilicumvar. purpurascens
estragol e linalol par®. basilicumvar. minimum eugenol e e-cariofileno pa@ micranthume
linalol e 1,8-cineol pard. selloi A avaliacdo da atividade antifUngica mostrou guéleo
essencial d®©. basilicumvar. minimumfoi ativo apenas contra as cepasMiecanis O 0Oleo
essencial d®©. basilicumvar. purpurascengoi ativo contra as cepas & canis, C. albicang

C. parapsilosie 00. americanumnibiu as cepas del. canis, C. albicans, C. parapsilo®<.
tropicalis. Os Oleos essenciais @ micranthume O. selloiforam ativos contra todas as cepas
testadas. @. micranthumapresentou os menores valores de CIM, variande 82,5 a 1200
mg ml'. Diante do exposto, os 6leos essenciaisGdeamericanum, O. basilicurnvar.
purpurascensO. micranthume O. selloiforam ativosin vitro contraCandidaspp. eM. canis
mostrando-se como fontes promissoras no desenvattintde novos agentes fitoterapicos para

tratamento da micoses.
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Abstract

With the increasing of microbial diseases and mapprts of resistance of microorganisms to
antifungal drugs, the importance of studies on tamspecting of natural products with
antimicrobial properties also increases. The aimtghie study were to find new antifungal
agents among essential oils from Brazil@cmumspecies. Plant leaves were steam distilled
and the obtained essential oils were analyzed bychjpomatography/mass spectroscopy. The
main constituents were (Z)-methyl cinnamate anecin8ole forO. americanumljnalool and
a-muurulol for O. basilicumvar. purpurascensestragole and linalool fd@. basilicumvar.
minimum eugenol and e-caryophyllene fOr micranthumand linalol and 1,8-cineole f@D.
selloi. The antifungal activity of essential oils was leaéed againsCandida albicansC.
tropicalis, C. parapsilosis C. glabrata, C. kruseiand Microsporum canisby the broth
microdilution method. Among the five plan® micranthumandO. selloi showed the best
results, with MIC ranging from 312.5 to 120§ mI* againstCandidaspp. strains and from
312.5 to 62519 mi* againstM. canisstrains. The studied essential oils are aditiv&itro
against theCandida spp. andM. canis showing to be promising sources for new

phytotherapeutic agents to treat mycosis.

Keywords:Ocimumspp., antifungal activityCandidaspp.,Microsporum canis

Introduction



In the past few decades, a worldwide increaseenrthidence of fungal infections
has been observed as well as a rise in the resestdrsome species of fungus to different
fungicidals used in medicinal practice (Abad etZ8l07). Mycosis constitutes a common
health problem, especially in tropical and subtrapdeveloping countries; dermatophytes
andCandidaspp. being the most frequent pathogens in humashsaimals (Kliemann et
al. 2008; Xavier et al. 2008;
Wingeter et al. 2007; Brito et al. 2007).

Much attention has been paid to plant-derived angdl compounds, based on the
knowledge that plants have their own defence systagainst fungal pathogens. Natural
products obtained from many plants have been &titascientific interest and many
authors have reported that essential oils are dtieeomost promising groups of natural
compounds from which a new prototype of antifungaents may be developed
(Fontenelle et al. 2008; Fontenelle et al. 2007yédia et al. 2007; Park et al. 2007,
Mondelo et al. 2006).

The genusOcimum a member of the Lamiaceae family, contains 20€cisg of
herbs and shrubs (Hakkim et al. 2008). This gemgsahong history as culinary herbs and
their essential oils possess a wide range of agtits as ingredients in foods and as
flavors, fragrances, and additives in cosmeticstaietries (Vani et al. 2009). It is also a
source of aroma compounds and essential oils congabiologically active constituents
with pharmacological activities, such as antioxidiam O. americanumO. basilicum O.
basilicumvar. purpurascensO. micranthumandO. selloi(Hakkim et al. 2008; Hussain et
al. 2008; Trevisan et al. 2006; Sacchetti et aQi420insecticidal folO. americanumO.
tenuiflorumand O. selloi (Shadia et al. 2007; Furtado et al. 2005; Paulal.e003),

antimicrobial forO. basilicum O. basilicumvar. pilosum O. basilicumvar. purpurascens



andO. micranthum(Zhang et al. 2009; Hussain et al. 2008; Nakhibal.2006; Sacchetti
et al. 2004; Suppakul et al. 2003) and analgesicCio selloi (Franca et al. 2008)
properties. However, the antifungal properties mhe essential oils above-cited remain
unknown.

The aims of this study were to determine the chahuonstitution of the essential
oils from O. americanumO. basilicumvar purpurascensO. basilicumvar mininum O.
micranthumandO. selloiand performin vitro antifungal tests again§&andidaspp. and

Microsporum canis

Materials and methods



Plant material and extraction of essential oils

Leaves of theDcimumspecies were collected in Francisco José de Abtatios Medicinal
Plant Garden of Federal University of Ceara, se#dah Fortaleza, Ceara capital, Brazil. The
taxonomic identification was confirmed by Dr Rayrdohlarley from the Kew Gardens
Herbarium and voucher specimens were depositedeoPtisco Bezerra Herbarium (Federal
University of Ceara, Brazil) with reference numbé&&.670, 18.777, 17.611, 29,315 and
27.020 forO. americanumO. basilicumvar. purpurascens, O. basilicuwar. minimum, O.
micranthumand O. selloi respectively. TheDcimumspecies’ essential oils were extracted
from leaves by the steam distillation method inlav€nger type apparatus, as described by

Craveiro et al. (1976).

Gas-chromatography / mass spectral (GC-MS) analysis

The chemical analysis of the essential oils camestits was performed on a Shimadzu QP-
2010 instrument employing the following conditioralumn: DB-5ms (Agilent, part No.
122-5532) coated fused silica capillary column 3@ 0.25mm x 0.25um); carrier gas: He (1
mL/min, in constant linear velocity mode); inject@mperature was 25, in split mode
(1:100), and the detector temperature was°250rhe column temperature programming was
35 t0180°C at 4°C/min then 180 to 286C at 17°C/min, and at 286C for 10 min; mass
spectra: electron impact 70 eV. The injected sampleme was 1uL. Compounds were
identified by their GC retention times relative Known compounds and by comparison of
their mass spectra with those present in the coenpddita bank (National Institute for

Standard Technology — NIST — 147,198 compounds)aibtished spectra (Adams, 2001).



Fungal strains

The strains were obtained from the URM (Universtigcife Mycologia) Culture Collection
of Department of Mycology (Federal University ofrR@mbuco, Brazil), where they were
maintained in mineral oil at 28°C. At the time bétanalysis, an aliquot of each suspension
was taken and inoculated onto potato dextrose @géco, Detroit, MI, USA), and then
incubated at 28°C for 2-10 days. A total of 3 sgadf Microsporum canisl1 strains of
Candida albicansl strains ofC. glabratg 1 strains ofC. tropicalis 1 strains ofC. kruseiand

1 strains ofC. parapsilosiswere included in this study. In additio@, parapsilosisATCC
(America Type Culture Collection) 22 019 a@d albicansATCC 11006 strains were used

for quality control.

Antifungal susceptibility tests

Inoculum preparation

For the broth microdilution method, standardizentira (2.5 — 5 x T0CFU/mL for Candida
spp. and 5 x TOCFU/mL for M. cani§ were prepared by turbidimetry. Stock inocula were
prepared on day 2 and day 10 @andidaspp. andVl. caniscultures, respectively, grown on
potato dextrose agar at “Za Sterile normal saline solution (0.9%; 3 mL) veakled to the
agar slant and the cultures were gently swabbetistodge the conidia from the hyphal mat
for M. canis(Brilhante et al., 2005) and the blastoconidiarfrGandidaspp. (Brito et al.,
2007). The suspensions of conidia with hyphal fragise of M. canis and blastoconidia
suspension o€andidaspp. were transferred to sterile tubes. The sisspes were diluted to

1:2000 forCandidaspp. and 1:5 foM. canis both with RPMI 1640 medium (Roswell Park



Memorial Institute — 1640) with L-glutamine, withosodium bicarbonate (Sigma Chemical
Co., St. Louis, Mo.), buffered to pH 7.0 with 0.M5morpholinepropanesulfonic acid
(MOPS) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.), toanbtthe inoculum size of approximately

2.5 — 5 x 1&for Candidaspp. and 5 x T0CFU/mI forM. canis

Broth microdilution method

The minimum inhibitory concentration (MIC) f@andidaspp. was determined by the broth
microdilution method, in accordance with the Claliand Laboratory Standards Institute —
CLSI (formerly NCCLS; M27-A2), (NCCLS, 2002). Thedth microdilution assay foM.
caniswas performed as described by Fontenelle et @8R based on the M38-A document
(CLSI; formerly NCCLS, 2002). The Minimum Fungicld@oncentration (MFC) for both
Candidaspp. andM. caniswere determined according Fontenelle et al. (2008ddition,C.
parapsilosis(ATCC 22019) andC. albicans(ATCC 11006) strains were used as quality
controls for broth microdilution method.

The essential oils odDcimumspecies were prepared in 5% DMSO. Amphotericin B
(Sigma, Chemical Co., USA) and griseofulvine (Sig@teemical Co., St. Louis, USA) were
prepared in DMSO and ethyl alcohol, respectivelyr the susceptibility analysis, the drugs
were diluted in RPMI 1640 (Sigma), and tested itoacentration range from 4 to 5000
mli™ for the essential oils and 0.01 andytpmi™ for AMB and griseofulvine.

The microdilution assay was performed in 96-weltmodilution plates. Growth and
sterile control wells were included for each essénbil tested. The microplates were
incubated at 3TC and read visually after 2 days fGandidaspp. and 5 days fdvl. canis.
The assays for all essential oils were run in dapé and repeated at least twice. The MIC

was defined as the lowest oil concentration thatsed 100% inhibition of visible fungal



growth. The results were read visually as recommeérny CLSI. The MFC was determined
by subculturing of solution from wells without tidity, on potato dextrose, at 28°C. The
MFCs were determined as the lowest concentratisultieg in no growth on the subculture

after 2 daysCandidaspp. and 5 days fdvl. canis.

Results and Discussion

The chemical analyses by CG/MS revealed atamericanumhas (Z)-methyl cinnamate
(29.4%), 1,8-cineole (25.9%), linalool (9.6%) aaderpineol (9.3%) as main constituents.
Shadia et al. (2007) cultivat€al americanumn Egypt and the analysis showed that the main

constituents were eugenol, estragole, terpineolfamksene. The authors postulated Mat



americanumhas a dual biosynthetic pathway, in which two bidkgtic pathways can be
thought of functioning either independently or sitaneously. One of them starts with
shikimic acid via phenylalanine to produce estragahd eugenol. The second starts with
mevalonic acid via geranyl pyrophosphate to prodim&ool, then eugenol. This theory
could be applied for Brazilia®. americanunspecies nevertheless the main compounds are
different.

The main constituents @. basilicumvar. purpurascenil are linalool (41.5%)¢q-
muurulol (11.8%) and 1,8-cineole (8.9%). This ressilin agreement with that obtained by
Silva et al. (2003). The same authors showed@hditasilicumvar. minimumoil presented as
major components estragole (84-91%) while in thes@nt work the main constituents were
estragole (52.2%) and linalool (16.8%).

The essential oil 0O. micranthumpresented eugenol (64.8%) aBecaryophyllene
(14.3) as major constituents, afl selloi oil showed linalool (44.0%) and 1,8-cineole
(15.5%) (Table 1). The structures of main compouwardsgiven in Fig. 1. Previous analysis of
O. micranthumshowed as main constituent eugenol (91-84%) (Séwval. 2004). This
compound is a constituent of many antifungal esskenils from plants as exampl®.
gratissimumwhich demonstrated activity against filamentoud geast fungi (Lemos et al.
2005; Koba et al, 2009). GC/MS analysis reportedPlayla et al. (2003) dD. selloi oil
revealed that its major constituents were methgivatol or estragole (55.3%) arndans
anethole (34.2%). Estragole was already identifieaigh yield in the oil ofCroton zenhtneri
which demonstrated relevant antifungal activityiagaMicrosporum canigFontenelle et al.
2008).

Among natural products, essential oils are onehef most promising groups from
which a new prototype of antifungal agents can bgetbped (Fontenelle et al, 2008).

Corroborating these opinions, different authorsehavidenced the antifungal activity of



essential oils from plants of the gen@simum such asO. gratissimum which is active
againstCryptococcus neoformar{kemos et al. 2005Candida albicansand dermatophytes
(Koba et al. 2009), th®©cimum basilicurmvar. pilosumwith activity against the pathogens
(Zhang et al. 2009) an@. basilicumchemotype estragole and linalool are active agaies
phytopathogemotrytis faba(Oxenham et al. 2005).

Through the broth microdilution method, this stuighows that essential oil froQ.
basilicumvar. minimumwas effective only againdfl. canisstrains with MIC ranging from
625 to 1250pg mit and MFC ranging from 625 to 5000y mi*. O. basilicum var.
purpurascen®il was effective againgk. albicansandC. parapsilosisstrains, with MIC 5000
ug mrtand MFC >500Qug mI* and againsM. canisstrains with MIC ranging from 1250 to
2500 ug m* and MFC ranging from 2500 to 50Q@y mi*. It was seen that th®.
americanumessential oil was effective againgt canis C. albicans C. tropicalis and C.
parapsilosisstrains, with MIC ranging from 2500 to 50Q@ mI* and MFC ranging from
5000 to >500Qug mi™* for Candidaspp. strains and MIC ranging from 625 to 1260ml™*
and MFC 125Qug mI™* againsiM. canisstrains.

Nevertheless, the essential oils fratn micranthumand O. selloi were effective
against all tested strains. It was seen that th€ bflO. micranthumranged from 312.5 to
1250 ug mi* and the MFC ranged from 625 to 1266 mi* for the Candidaspecies. The
MIC for the M. canisstrains was 312y mI* and the MFC ranged from 312.5 to Gapml
! The O. selloi essential oil showed MIC ranging from 312.5 to 1280ml* and MFC
ranging from 625 to 5000y mI* againsiCandidaspp. strains and against ke canisstrains
the MIC 625g mi'* and MFC ranging from 625 to 125§ ml™* (Table 2).

The essential oil isolated from plantletsTdfymus mastichin&a. ssp.mastichinawas

rich in 1,8-cineole (55.5%) and linalool (24.5%heToil showed antifungal activity against



eight pathogenic fungi of the gen&sisariumwith MICs and MFCs ranging from 1500 to
2100pg/mL and from 2.0 to 2.4 mg/mL, respectively (Fratde et al. 2003).

Previous studies demonstrated the antifungal &gtofiphenols such as eugenol (Lee
et al. 2007; Kishore and Pandi, 2007), estragote monoterpenes alcohols such as linalool
and 1,8-cineole (Hammer et al. 2003). The phemmimponent eugenol reportedly induces
potassium leakage and inhibits energy uptake dization in bacteria (Gill and Holley,
2004). Eugenol can damage envelopmenCahdida by leaking substances (Chami et al.
2005). The antimicrobial activity of terpenes, umihg the monoterpene alcohols, has been
attributed to their interactions with cellular memnabes. At relatively low concentrations,
these interactions may result in changes such fabition of respiration and alteration in
permeability and at higher concentrations effettshsas total loss of homeostasis, gross
membrane damage and death may occur (Carson2004). The monoterpene alcohols are
thought to be particularly antimicrobially activeedause of their relatively high water
solubility and the presence of the alcohol moiétgroimer et al. 2003).

The essential oils tested in this study were ac#gainst strains o€andida spp.,
opportunistic yeast in cases of candidemia in nesngXavier et al. 2008), recurrent
oropharyngeal candidiasis in AIDS patients (Wingeteal. 2007), among others. Moreover,
it frenquente reporting o€andida infections in the veterinary clinic (Ozawa et a005;
Brown et al. 2005; Linek, 2004; Moretti et al. 2D0Resistance to azole derivatives has been
monitored in strains o€andidaspp. frameworks in human infections (Loeffler et2900),
but little is known about the impact of antifungesistance in veterinary medicine. Brito et al.
(2007), pioneer in study of evaluating the antifaingusceptibility profile of yeast cells from
dogs, found strains @. albicansandC. tropicalisresistant to ketoconazole, fluconazole and

itraconazole.



The five essential oils tested showed lower MICueal against strains &fl. canis
cosmopolitan species, endemic in the creationatsf, cesponsible for most cases of mycoses
in pets and more frequent zoophilic dermatophyteumhans (Cafarchia et al. 2006).

The increasing resistance to antifungal drugs hesukated the search for natural
products as sources of bioactive compounds witbriatl antimicrobial, able to enhance the
limited arms antifungal (Passos et al. 2002). Hsseails are compounds extracted from
medicinal plants and their chemical constituentswsibroad antifungal activityn vitro
(Mondello et al. 2006). Previous studies showedcantlidal activity of Plectranthus
amboinicusessential oils (Oliveira et al. 2007)jppia sidoides(Fontenelle et al. 2007),
Croton zehntneri(Fontenelle et al. 2008)Thymus pulegioidegPinto et al. 2006) and
Melaleuca alternifolialMondello et al. 2006).

Owing to their antifungal activityin vitro, Ocimumspecies essential oils, mainG.
micranthumand O. selloi are promising sources of new phytotherapeutic tagem treat
mycoses. However, studies about the toxicity arfctagfy in vivo must be performed to

confirm itsin vitro efficacy.
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Figure 1. Structures of main compounds of the dégdanls of Ocimumspecies
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Table 1. Chemical composition of the essential @il®cimumspecies

Composition (%**)

K.L* Components

O.a. O.b.p. O.b.m. O.m. O.s.
984 pB-Pinene 5.8 15 2.6
987 Myrcene - 1.0 1.9
1030 1,8-Cineole 259 8.9 7.4 1.5 155
1037 (E)-B-Ocimene - 3.1 4.2
1044 vy-Terpinene 0.5 1.3 2.0
1065 (Z)-Sabinene hydrate 0.8
1079 (2)-Linalool oxide 2.8
1094 (E)-Linalool oxide 2.6
1108 Linalool 9.6 415 16.8 0.7 44.0



1150

1161

1182

1243

1285

1289

1314

1356

1378

1392

1403

1420

1444

1445

1462

1466

1470

1491

1498

1505

1513

1520

1527

1555

Camphor -

Terpinen-4-ol 3.5
a-Terpineol 9.3
Estragole -
Bornyl acetate -

Thymol -
(2)-Methyl cinnamate 29.4
Eugenol -
a-Copaene -
B-Elemene -
Methyl eugenol -
(E)-Caryophyllene -
(2)-a-Bergamotene -
a-Guaiene -
a-Humulene 3.1
Allo-aromadendrene
y-Muurolene -
Germacrene D 2.6
Bicyclogermacrene
Germacrene A
a-Bulnesene 3.1
d-Amorphene 2.3
y-Cadinene -

p-Methoxy-

cinnamaldehyde

0.9 1.7 1.7
- 2.1 0.7
- 52.2 5.7
1.2 0.8 0.6

11 0.8

1.3 64.8 1.1

0.6 -

2.5 0.9

0.8 0.4
- 143 -
5.7 4.5

0.9 0.4

2.7 23 11

0.7
1.7
5.9 3.4
8.1
2.0
- 1.2
5.6 11 2.6
2.9



1584 Elemicin 2.0

1605 Caryophyllene oxide 3.8 - -

1612 Humulene epoxide Il 0.9
1623 1,10-di-epi-cubenol 0.8 - 0.7
1652 a-Muurulol - 11.8 2.3 4.4

" Retention index. The identified constituents astetl in their order of elution from a non-
polar column.

” The % composition is the % peak area of the &saéntial oil composition.

0.a., Ocimum americanum; O.b.p.,Ocimum basilicum parpurascens; O.b.m., Ocimum
basilicum var. minimum; O.m., Ocimum micranthunms.QOcimum selloi:, components was

not detected.

Table 2. Minimum inhibitory and fungicidal conceations of essential oils @cimum

species againg&andidaspp andM. canis

0. a. O. b.p. O.b. m. O. m. O.s. AMB
Cepas
MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC
C. glabrata(5664) NI NI NI NI NI NI 625 625 1250 5000 2
C. tropicalis(4790) 5000 NI NI NI NI NI 1250 1250 1250 1250 2
C. krusei(4802) NI NI NI NI NI NI 1250 1250 1250 1250 2
C. parapsilosig4608) 2500 50005000 NI NI NI 3125 625 3125 625 NI
C. albicang(3719) NI NI NI NI NI NI 1250 1250 1250 2500 4
C. parapsilosiATCC 22019 NI NI NI NI NI NI 1250 1250 625 2500 2
C. albicansATCC 11006 5000 50005000 NI NI NI 625 625 12501250 0,5

Geometric mean 3968.5000 5000 NI NI NI 841.2 928.7 928.7 1682 1.782

M. canis GRI




4678 625 12502500 2500 625 625 312.5312.5 625 1250 0.25

4158 1250 12501250 5000 625 5000312.5 625 625 1250 0.25
4962 1250 12502500 2500 1250 1250 312.5 312.5 625 625 0.125
Geometric mean 992.1 1250984 3150 787.5 1575 312.5 393.7 625 992.1 0.2

0O.a., Ocimum americanum; O.b.p., Ocimum basilicam purpurascens; O.b.m., Ocimum
basilicum var. minimum; O.m., Ocimum micranthums.©Ocimum sellpiAMB,
Amphotericin B; GRI, Griseofulvine.

MIC: Minimum inhibitory concentration expresseduig mL*

MFC: Minimum fungicidal concentration expressedimmL*

NI = No inhibition



7 CONCLUSOES GERAIS

e Os Oleos essenciais d®. americanum, O. basilicunvar. purpurascens, O.
micranthum e O. selldioram capazes de inibimn vitro, cepas d€Candidaspp. e deM.
canis.Destes, 0s 6leos essenciaisQlemicranthume O. selloiforam 0s Unicos capazes

de inibir o crescimento de todas as espécies testad

* O oleo essencial mais eficaz foOo micranthum pois apresentou menores valores de
CiM;

* A atividade antifungica dos 0leos essenciais adatiapode abrir perspectivas, no
desenvolvimento de fitoterapicos eficazes e de dbasto, podendo ser usados no

tratamento de doencas infecciosas causadas pargaoismos;

» Estudos posteriores acerca da toxicidade podem déevemprego desses 6lénvivo.



8 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos sobre a atividad#(agica dos 6leos essenciais@e
americanumO. basilicumvar. purpurascens, O. basilicurar. minimum O. micranthume
O. selloi contra as cepas d€andida spp. e M. canis observou-se que essas plantas
constituem uma fonte biologicamente ativa com po&trexploracdo na busca de novos

farmacos antifangicos.
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