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Ha um tempo em que é preciso abandonar as roupasadsas...
Que ja tém a forma do nosso corpo...

E esquecer 0s nossos caminhos que nos levam senaoe
mesmos lugares...

E o tempo da travessia...

E se ndo ousarmos fazé-la...
Teremos ficado... para sempre...
A margem de n6s mesmos...

Fernando Pessoa
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RESUMO

A candidiase vaginal € uma doenca com alta prevaléncia em mulheres na
idade adulta. Este trabalho teve como objetivos: (I) avaliar a atividade
antiCandida do 6leo essencial (OE) de S. terebinthifolius frente a linhagens de
casos de candidiase vaginal recorrente; (Il) produzir um creme vaginal
antiCandida a partir do OE do O. basilicum e avaliar o processo tecnoldgico e
a atividade antiCandida deste creme in vitro. Os compostos majoritarios do OE
das folhas e frutos secos de S. terebinthifolius, foram respectivamente, o (+) -
Camphene (20,1%) e o R-a-pinene (22,1%). Em se tratando das concentracdes
inibitérias minimas (CIM) e fungicidas minimas, o OE do fruto de S.
terebinthifolius apresentou faixas entre 25 — 200 mg/ml, demonstrando
atividade contra C. parapsilosis (ATCC 22019) e sua linhagem clinica, C.
albicans (ATCC 18804) e C. glabrata (ATCC 2001), ndo sendo ativo aos
isolados clinicos destas. Em relagdo ao OE das folhas, nenhuma acgéo
significativa foi observada. O OE dos frutos secos apresentou agéo fungistatica,
porém, ndo houve acao fungicida de ambos os OE, em contrapartida, as folhas
e frutos frescos apresentaram atividade antiCandida, salvo, a linhagem padréo
de C. glabatra pelo 6leo essencial dos frutos frescos. O composto majoritario
do OE de O. basilicum (Maria-Bonita) foi o linalol (72,08%). Os valores das CIM
deste OE variaram entre 0,78 a 1,56 mg/ml. Diante de sua acao fungicida, foi
produzido um creme vaginal. As amostras deste foram armazenadas em
condicbes distintas: temperatura controlada, refrigerador e estufa. Em
temperatura controlada e refrigerador, ndo houve modificacbes na férmula,
entretanto, as amostras a 45° C, apresentaram modificacdes leves na textura a
partir do 15° dia. Pode-se concluir que os OE de folhas e frutos secos da
S.terebinthifolius Raddi ndo apresentam atividade antiCandida, porém, os OE
extraidos do material botanico fresco demonstram tal atividade. O O. basilicum
apresenta acdo antiCandida. Os testes de atividade antimicrobiana do creme
vaginal em suas concentracdes distintas demonstraram resultados satisfatorios
em comparacdo a um antifungico sintético. Palavras-Chave : Candidiase
vaginal, Oleos essenciais, Candida spp., Schinus terebinthifolius Raddi,

Ocimum basilicum, creme vaginal, anti-Candida.




ABSTRACT

Vaginal candidiasis is a disease with high prevalence in adult women. This
study aimed to : (i) assess the antiCandida activity of essential oil ( EO ) of S.
terebinthifolius front lines of cases of recurrent vaginal candidiasis ; ( Il )
produce a antiCandida vaginal cream from OE O. basilicum and evaluate the
technological process and this cream antiCandida activity in vitro . The major
compounds of OE leaves and dried fruits of S. Terebinthifolius were,
respectively, the (+) - camphene (20.1%) and R- a - pinene (22.1%). In terms of
minimum inhibitory concentration (MIC ) and minimum fungicidal , OE Fruit S.
terebinthifolius showed bands between 25-200 mg / ml , demonstrating activity
against C. parapsilosis ( ATCC 22019 ) and a clinical strain , C. albicans (ATCC
18804) and C. glabrata (ATCC 2001) , not being active on these clinical
isolates. Regarding OE leaves, no significant action was observed. The OE
dried fruit showed fungistatic , however , no fungicide both OE action, in
contrast, leaves and fresh fruits showed antiCandida activity, unless the
standard strain of C. glabatra the essential oil from fresh fruits . The major
compound of OE O. basilicum (Maria - Bonita) was linalol (72.08%). MIC values
ranged between this SO 0.78 to 1.56 mg / ml. Before its antifungal action, was
produced a vaginal cream. The samples were stored in these distinct
conditions: controlled, refrigerator and oven temperature. In controlled and
cooler temperatures, no changes in the formula, however, samples at 45 ° C
showed slight changes in texture from the 15th day. It can be concluded that the
EO of dried leaves and fruits of S.terebinthifolius Raddi not have antiCandida
activity, however, the EO extracted from fresh material Botanical demonstrate
such activity . The O. basilicum presents antiCandida action. Tests for
antimicrobial activity of vaginal cream in its various concentrations showed
satisfactory results compared to a synthetic antifungal.Keywords : Vaginal
candidiasis, essential oils, Candida spp., Schinus terebinthifolius Raddi,

Ocimum basilicum, vaginal cream, anti-candida.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade, desde tempos
imemoriais, como importantes ferramentas nos procedimentos das terapias
naturais, objetivando a busca por alivio e cura de doencgas através do uso de
ervas e consistindo, possivelmente, uma das primeiras formas de utilizacdo dos
produtos naturais. O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas
vezes 0 Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos,
sendo as plantas importantes fontes de produtos naturais biologicamente ativos
(MUKHERJEE et al., 2010).

O uso de plantas na medicina popular guarda uma estreita relagdo com os
efeitos produzidos que sdo comprovados pela recuperacao dos pacientes que
usam esses medicamentos (JUNIOR e PINTO, 2005).

Tém-se buscado no Brasil e no mundo inovagbes cosméticas e
farmacéuticas que demonstram a necessidade de mais pesquisas em relacao
ao uso de diferentes matérias—primas de origem vegetal (MUKHERJEE et al.,
2010).

No Brasil e no mundo, tém sido desenvolvidas inovacbes cosméticas e
farmacéuticas que demonstram a necessidade de mais pesquisas em relacao
ao uso de diferentes matérias—primas de origem vegetal (JUNIOR e PINTO,
2005).

Dentre os géneros de plantas estudados na medicina popular, encontra-se
o Ocimum, cujas espécies sdo largamente usadas na medicina tradicional
iraniana. O manjericdo, Ocimum basilicum L., pertencente a familia Lamiaceae,
é uma planta anual originaria do Sudoeste asiatico e da Africa Central, utilizada
como planta medicinal, aromética, constituida por substancias de interesse
para as industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (VIEIRA, 2009).

Na medicina popular, as espécies de manjericdo sado indicadas como
estimulante digestivo, antiespasmoddico, gastrico, galactogogo, béquico,
carminativo (SAJJADI, 2006). Varios estudos tém demonstrado seu grande
potencial antimicrobiano e antioxidante (POLITEO et al., 2007).

A qualidade da planta de manjericao é definida pela composicdo de seu
Oleo essencial (CARVALHO FILHO et al., 2006). Esta planta esté incluida em

1



um importante grupo de plantas arométicas que produzem o0leo essencial rico
em constituintes como: &cidos fendlicos, linalol, geraniol, citral, alcanfor,
eugenol, timol, 1,8-cineol, acetato de nerila, e outros compostos (BOZIN et al.,
2006).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial do manjericao tem sido
relatada como sendo predominantemente associada aos seus constituintes
majoritarios, o metil chavicol e o linalol. Estes compostos, por sua vez,
apresentam as mais variadas atividades farmacoldgicas, tais como: bactericida,
fungicida, antiparasitaria e, até mesmo, como repelente de insetos (BOZIN et
al., 2006).

Outro género de plantas bastante estudado por seu uso popular e pelo
seu efeito antimicrobiano € o Schinus. A Schinus terebinthifolius Raddi,
conhecida popularmente como aroeira vermelha, aroeira da praia e pimenta
rosa pertence a familia Anacardiaceae. O médico Alfredo da Matta cita o uso do
decocto e da resina da casca desta planta como antifebril e antireumatico,
respectivamente e Chernoviz descreve o uso do decocto da casca em banho
contra o edema nas pernas e cita o0 emprego da resina das folhas desta e de
outras espécies do género em emplastro para o reumatismo, ou sobre Ulceras
(GILBERT e FAVORETO, 2011).

No Brasil, é encontrada desde o Estado de Pernambuco até o Rio
Grande do Sul. A Schinus terebinthifolius Raddi possui importancia comercial
por se tratar de uma planta com propriedades medicinais, fitoquimicas e
alimenticias, pelo uso de seus frutos na cozinha nacional e internacional
(GUERRA et al, 2000, LENZ & ORTH, 2004). A aroeira (Schinus
terebinthifolius) € uma planta medicinal de uso amplamente difundido no
Nordeste brasileiro para tratamento de diversas infec¢des. Varias substancias
presentes no extrato desta planta apresentam acdo antimicrobiana e
antiinflamatoéria, tendo sido demonstrada, in vitro, atividade contra diversas
espécies de bactérias e fungos (MARTORELLI et al., 2011).

A literatura apresenta estudo das propriedades medicinais da aroeira,
dentre as quais se destaca a acdo cicatrizante (LUCENA et al., 2006).
Popularmente, também é empregada no tratamento da diarréia e inflamacoes,
para promover a transpiracao e a eliminacao de liquidos.

Os principais responsaveis por essas acoes terapéuticas sdo os o6leos

essenciais, compostos formados por varias fun¢des organicas combinadas em
2



diferentes prevaléncias. Os 0leos essenciais constituem o0s elementos volateis
contidos em muitos 6rgdos vegetais, e, estdo relacionados com diversas
funcdes necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na
defesa contra microrganismos (SIQUI et al.,, 2000). Ainda, tem sido
estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem
propriedades antifingicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (LIMA et
al, 2006). Dentre as varias classes de compostos isolados de plantas com
propriedades antimicrobianas, os 06leos essenciais sdo reconhecidos por
apresentarem atividade contra um grande numero de microrganismos,
incluindo espécies resistentes a antibidticos e antifungicos (BERTINI et al.,
2005).

Devido a sua composi¢cdo complexa, os 6leos essenciais demonstram
uma variedade de ac¢fes farmacoldgicas, tornando-os potenciais fontes para o
desenvolvimento de novas drogas (AMARAL, 2004).

A pesquisa de novos agentes antifungicos se faz necessaria devido a
grande incidéncia das infeccbes fungicas resistentes as principais drogas
clinicamente utilizadas. Esse fato é agravado pelo limitado arsenal antifungico
disponivel, associado aos efeitos colaterais e alto preco dessas drogas (GALE
e GIANINNI, 2004; FERRAZA et al. 2005; ALVES et al., 2010).

A resisténcia aos antifungicos tem representado um grande desafio para
a clinica, frente as dificuldades observadas no tratamento da candidiase. Este
aumento pode ser decorrente do uso de terapias seletivas com doses
inadequadas ou devido ao uso crescente de farmacos na profilaxia de
infeccbes fungicas, possibilitando a selecdo da resisténcia clinica. Nas
mulheres a candidiase vaginal afeta uma elevada proporcdo em idade adulta,
estima-se que aproximadamente 75% destas, apresentem pelo menos um
episodio de vulvovaginite fungica em sua vida, onde 40 a 50% vivenciam novos
surtos e 5% tornam-se recorrentes. A espécie isolada mais frequente de
secrecbes vaginais continua sendo Candida albicans, entretanto, outras
espécies também estdo envolvidas neste tipo de infeccdo (GALE et al., 2004;
FERRAZA et al. 2005; ALVES et al., 2010).

Estudos bioprospectivos de novos agentes farmacologicos sdo de
extrema importancia, principalmente em paises como o Brasil, que oferecem
uma imensa biodiversidade. Desta forma, o estudo da atividade antifingica dos

Oleos essenciais de espécies como Ocimum basilicum e Schinus
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terebinthifolius, pode contribuir significativamente na busca por substancias
mais eficazes e menos toxicas com atividade contra fungos. Assim, em um
contexto de investigacao analitica experimental, este estudo tem como objetivo
principal corroborar com a atividade antiCandida in vitro do 6leo essencial de
Ocimum basilicum, no qual ja apresenta resultados obtidos com relacdo as
cepas de Candida para produzir um creme vaginal a base deste, fazendo
testes de estabilidade do mesmo e avaliar sua eficacia em sua acao
antiCandida, além de verificar a atividade antiCandida in vitro do 6leo essencial
obtido da Schinus terebinthifolius Raddi.

O interesse dessa pesquisa € produzir um creme vaginal com
propriedades terapéuticas produzido com matéria prima vegetal em abundancia
na nossa regido, com a probabilidade do mesmo apresentar menos efeitos
colaterais e menor nivel de resisténcia aos microrganismos que 0S cremes
comerciais habitualmente usados.

Além da importancia cientifica, este estudo podera contribuir para um
maior aprofundamento na compreensao e interpretacdo dos procedimentos da
medicina popular, de forma a promover avan¢os na area da etnobotanica,
farmacologia, microbiologia, fitoterapia, ginecologia e salde publica. No ambito
social, os resultados deste estudo poderdo ser de grande relevancia para a
melhoria da qualidade de saude da populacdo, possibilitando uma nova
alternativa para o tratamento da Candidiase e em especial as Candidas que

causam vaginites.



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antiCandida in vitro do 6leo essencial de Schinus
terebinthifoliuse aplicar a atividade antiCandida de Ocimum basilicum para

desenvolvimento de um creme vaginal antiCandida.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. lIdentificar os constituintes quimicos presentes no Oleo

essencial de Schinus terebinthifolius;

2.2.2. Determinar a Concentracao Inibitéria Minima — CIM do dleo
essencial de Schinus terebinthifolius, frente a linhagens padrdo e clinicas de
Candida;

2.2.3. Determinar a Concentracdo Fungicida Minima — CFM do 6leo

essencial de Schinus terebinthifolius;

2.2.4. Avaliar a atividade antiCandida do 6leo essencial de Schinus
terebinthifolius frente a linhagens envolvidas em casos de candidiase vaginal

recorrente;

2.2.5. Produzir um creme vaginal antiCandida a partir do Oleo

essencial extraido de O. basilicum cultivar Maria Bonita;

2.2.6. Desenvolver o processo tecnolégico para producdo de um
creme vaginal antiCandida, avaliando as caracteristicas de estabilidade
(temperatura controlada (20° C - 25° C), geladeira (5° C) com temperatura
controlada e estufa (45° C) com temperatura controlada) e caracteristicas

organolépticas do mesmo.

2.2.7. Avaliar a atividade antiCandida do creme vaginal produzido a

partir do 6leo essencial de Ocimum basilicum in in vitro.



CAPITULO |

Fundamentacédo Tedrica

1.1. Plantas Medicinais

As primeiras descrigdes sobre plantas medicinais feitas pelo homem
retomam as escrituras e ao Papiro de Ebers. Este papiro foi descoberto e
publicado por Georg Ebers, sendo traduzido pela primeira vez, em 1890, por H.
Joachin. Esse material foi encontrado nas proximidades da casa mortuaria de
Ramsés Il, porém pertence a época da XVIII Dinastia, no Egito, e relata
aproximadamente 100 doencas e um grande numero de drogas da natureza
animal, vegetal ou mineral (ARGENTA et al.,, 2011; VILELA, 1977). Ha
evidéncias arqueoldgicas que mostram que o uso de drogas vegetais era
amplo em culturas antigas (ARGENTA et al., 2011).

Os trabalhos relacionados a atividade antimicrobiana de plantas
tiveram inicio na década de 40. Em 1943, Osborn, pesquisando a atividade de
2.300 plantas superiores, in vitro, contra Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, verificou que 63 géneros continham substancias que inibiram o
crescimento de um ou de ambos os microrganismos (SARTORI, 2005).

No Brasil, as pesquisas sobre substancias antimicrobianas de
origem vegetal tiveram inicio com Cardoso e Santos (1948), os quais avaliaram
extratos de 100 diferentes espécies vegetais, indicadas na terapéutica popular
como antiinflamatorias ou cicatrizantes. Destas, apenas cinco extratos
apresentaram atividade inibitéria contra S. aureus, E. coli e Proteus X-19. A
partir de 1950, foram isolados os primeiros compostos de espécies vegetais: 0
diterpeno biflorinina e o triterpeno maitenina. Posteriormente, compostos
flavonoides com propriedades antimicrobianas efetivas contra S. aureus
resistentes a meticilina foram isolados, tais como a primina, a mocinidina,
lapachol e derivados, a plumbagina, a xantoxilina, a filantimida, a leteolina e a
mirecetina (SARTORI, 2005). Porém, a primeira descricdo sobre o uso de

plantas como remédio foi feita por Gabriel Soares de Souza, autor do Tratado
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Descritivo do Brasil, de 1587. Esse tratado descrevia os produtos medicinais
utilizados pelos indios de “as arvores e ervas da virtude”. Com vinda dos
primeiros meédicos portugueses ao Brasil, diante da escassez, na colonia, de
remédios empregados na Europa, perceberam a importancia das plantas
utilizadas pelos indigenas como medicamento. (ARGENTA et al, 2011,VEIGA,
2002).

Uma vez que as plantas medicinais séo classificadas como produtos
naturais, a lei permite que sejam comercializadas livremente, além de poderem
ser cultivadas por aqgueles que disponham de condiges minimas necessérias.
Com isto, é facilitada a automedicacgéo orientada nos casos considerados mais
simples e corriqueiros de umacomunidade, o que reduz a procura pelos
profissionais de saude, facilitando e reduzindo ainda mais o custo do servico de
saude publica (LOPEZ, 2006; LORENZI & MATOS, 2002).

A procura por drogas vegetais como recurso terapéutico tem
aumentado. Entre os fatores que motivam esse aumento estdo a insatisfacéo
com os resultados obtidos em tratamentos com a medicina convencional, 0s
efeitos indesejaveis e prejuizos causados pelo uso abusivo e/ou incorreto dos
medicamentos sintéticos, a falta de acesso aos medicamentos e a medicina
institucionalizada, a consciéncia ecoldgica e a crenca popular de que o natural
é inofensivo (HEINZMANN & BARROS, 2007).

A fitoterapia € considerada uma alternativa ao uso de medicamentos
sintéticos, geralmente considerados mais caros e agressivos ao organismo.
Porém, é importante ressaltar que, quando n&o utilizadas corretamente,
incluindo dosagem, forma e via de administracdo, intervalos entre as doses,
podem oferecer riscos a saude. Os fitoterapicos também podem desencadear
reacOes alérgicas, efeitos toxicos, mutagénicos e interacdes medicamentosas
(TONIAL, 2010).

O uso de plantas medicinais pela populacdo mundial tem sido
significativo nos ultimos tempos. Dados da Organizagcdo Mundial da Saude
(OMS) divulgou no inicio da década de 90 que 60% a 80% da populacédo dos
paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica
forma de acesso aos cuidados da saude (VEIGA et al., 2005).

Aproximadamente 25% dos farmacos lancados no mercado séo
provenientes de fitoterapicos (YBARRA et al., 2005). O Brasil é o pais com a

maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais de 55.000
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espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000. Em
contrapartida, apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram
estudadas em busca de compostos bioativos e 1.100 espécies vegetais foram
avaliadas em suas propriedades medicinais (PONZI et al., 2010).

O crescente interesse da comunidade cientifica pela fitoterapia nas
duas ultimas décadas levou ao desenvolvimento de varias pesquisas baseadas
em praticas populares.

A exploracdo dos recursos vegetais pode levar a identificacdo de
metabdlitos secundarios valiosos que podem servir como drogas ou conduzir
ao desenvolvimento de novas substancias terapéuticas (GOBBO-NETO &
LOPES, 2007). O metabolismo das plantas € composto por um conjunto de
reacdes quimicas que estao ocorrendo continuamente nas células (MORAIS &
BRAZ-FILHO, 2007). Dentre os metabdlitos secundarios, varios compostos tém
mostrado acdo antifingica, tais como os alcaldides esteroidais cuja atividade
esta relacionada com a capacidade de desestabilizar membranas biologicas
(CASTILHOS et al., 2007).

Outras classes de compostos tais como as quinonas, tém
apresentado atividade antifungica. O timol (2-isopropil-5-metil fenol) e seu
isbmero de posicdo, carvacrol (5- isopropil-2-metil fenol) possuem acéao
antibacteriana e antifingica maiores que o fenol, e a0 mesmotempo, menor
toxidade que esse composto. Os taninos, presentes na pitangueira, por
exemplo, possuem acéo bactericida e fungicida (VIEIRA, 2009).

1.2. Schinus terebinthifolius Raddi

A Schinus terebinthifolius € uma arvore de pequeno a meédio porte,
pertencente a familia Anacardiaceae que possui 70 géneros e cerca de 600
espécies conhecidas por serem frutiferas e apresentarem madeira de boa
qualidade (PIO CORREA, M., 1984). O género é chamado de Schinus, nome
grego para a arvore Mastic (Pistacia lentiscus), a qual se assemelha (SALVI
JUNIOR, 2009). Classifica-se no Reino: Plantae, Divisdo: Anthophyta, Classe:
Magnoliopsida, Ordem: Sapindales.

Apresenta propriedades adstringentes, antisséptica e antiinflamatoria
na medicina popular e usos em preparacdes cosméticas (BIAVATTI et al.,
2007; AGRA et al., 2007, 2008).



E uma planta originaria da América do Sul, especialmente do sul do
Brasil, do Paraguai e da Argentina, porém € comum da vegetacao litoranea do
nordeste brasileiro desde o Rio Grande do Norte até Sergipe (LUCENA et al.,
2006). E encontrada em algumas partes da América Central e algumas regides
da Europa, Africa, Asia e, nos Estados Unidos, ocorre no Havai, nos Estados
da Califérnia, do Arizona e da Fl6rida onde foi introduzida para fins ornamentais
(RIBAS et al., 2006; SALVI JUNIOR, 2009). No Brasil, também ocorre
espontaneamente na costa litoranea, em éareas remanescentes da Mata
Atlantica, e em outros tipos de formacdes vegetais, devido & sua grande
plasticidade ecoldgica, popularmente é conhecida como aroeira-da-praia, mas,
possui outros nomes comuns como: aroeira-vermelha, aroeira-mansa, aroeira-
branca, aroeira-do-parana, araguaraiba, corneiba, fruto-de-sabia, arvore-da-
pimenta, aroeira-brasileira, aroeira-negra, aroeira-do-brejo, aroeira-do-iguapé,
aroeira-do-campo, aroeira-pimenteira, aroeira-precoce, aguara-yba, aguaraiba,
balsamo, cabui, cambui, e pimenta-rosa. (FREIRE et al., 2011; SALVI JUNIOR,
2009). A aroeira também é designada pelas suas sinonimias botanicas:
Schinus mucronulata, Schinus weinmanniifolius, Schinus riedeliana, Schinus
selloana, Schinus damaziana, Schinus raddiana. As denominacdes
internacionais utilizadas sao: Brazilian pepper, Brazilian holly, Brazilian pepper
tree, Christmas berry e Florida holly (EUA), Mexican pepper, pimienta de Brasil
(Porto Rico), faux poivrier e poivre rose (Franca), Rosapfeffer (Alemanha),
warui (Ilhas Fiji) (SALVI JUNIOR, 2009).

Um levantamento bibliografico etnobotanico sobre plantas utilizadas
para infeccbes fungicas na medicina popular destaca o uso de S.
terebinthifolius Raddi dentre 409 espécies de plantas (FENNER et al., 2006).

A Schinus terebinthifolius Raddi possui importancia comercial por se
tratar de uma planta com propriedades medicinais, fitoquimicas e alimenticias,
pelo consumo de seus frutos na cozinha nacional e internacional (NICOLLINI et
al, 2009). Assim, o fruto da aroeira vermelha destaca-se entre as muitas
especiarias existentes, sendo utilizado como condimento (em fungédo de seu
sabor suave e levemente picante) e de forma decorativa (devido a seu aspecto
pequeno e de cor vermelha bem forte e brilhante). Deste modo, vem sendo
utilizado de forma crescente na culinaria mundial. Foi introduzida na cozinha
européia, com o nome de “poivre rose” (pimenta-rosa), acrescentando um
sabor tropical a culinaria (NICOLLINI et al., 2009).



A literatura apresenta estudo das propriedades medicinais da
Schinus, dentre as quais se destaca a acao cicatrizante (LUCENA et al., 2006).
As partes utilizadas que apresentam propriedades medicinais sdo: casca,
folhas e frutos. E considerada pela medicina popular como adstringente,
antidiarréica, antiinflamatoria, depurativa, diurética e febrifuga. Nao € utilizada
como componente para cosmetologia. Devido a composicdo de seus 0leos
essenciais, é usada no tratamento de disturbios respiratorios, ainda tem sido
usadano tratamento de Ulceras, feridas, reumatismo, gota, doencas de pele e
artrite, bem como antisséptico e anti-inflamatério (SANTANA et al.,, 2012).
Popularmente também € empregada no tratamento da diarréia, inflamacdes,
para promover a transpiracao e a eliminacdo de liquidos. A casca da aroeira
tem acdo contra febre, hemoptises e afec¢cdes uterinas, em geral
(BORNHAUSEN, 2011).

A partir do inicio da década de 1980, o interesse em encontrar
agentes antimicrobianos naturais para o emprego em produtos alimenticios ou
para uso farmacéutico aumentou consideravelmente, com o intuito de promover
acdo sinergistica com conservantes quimicos, os quais tém sido restringidos
devido ao seu potencial de carcinogénese (RAUHA et al., 2000).

Tem sido comprovada cientificamente acdo antimicrobiana
(SIDDIQUI et al., 1995; GUERRA et al.,, 2000) e antioxidante da Schinus
terebinthifolius Raddi (VELAZQUEZ et al., 2003). Além destas aplicacbes, esta
espécie produz, entre outros compostos, flavondides, taninos e 6éleos
essenciais (SANTOS et al., 2010).

De todos os metabdlitos secundarios sintetizados pelos vegetais, 0s
alcaléides e os 6leos essenciais formam o grupo de compostos com maior
namero de substancias biologicamente ativas (SANTOS et al., 2010).

O perfil fitoquimico, obtido a partir de extrato oriundo das cascas do
caule de Schinus terebinthifolius, demonstrou uma predominancia de
compostos polifendlicos e terpendides, as quais sdo atribuidas muitas das
propriedades medicinais de varias espécies vegetais. Dentre os polifendis,
confirmou-se a existéncia de forte concentragcdo de taninos catéquicos,
algumas vezes imputados como amplamente responsaveis pela bioatividade
desta planta. O S. terebinthifolius tem acdo antimicrobiana, cicatrizante e
antiinflamatéria (MARTORELLI et al., 2011).
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Em estudos preé-clinicos, utilizando o decocto, ficou comprovado a
sua eficacia como protetor gastrico, elevando o pH do suco gastrico de 5,85
para 6,57 (PAULO et al., 2009).

Foi comprovada também, em estudos clinicos a acao terapéutica em
cervicites e cérvico-vaginites cronicas, utilizando tampdes intravaginais, em
contato com a cérvix durante 24 horas (LIMA et al.,, 2006). Ensaios de
toxicidade foram realizados e detectados que a resina produzida por esta
planta, em contato com a pele causadermatite alérgica (MORAES et al., 2004).
O hidrolato de um preparado medicamentoso, composto por trés plantas, entre
elas, o S. terebinthifolius, mostrou propriedadesantiinflamatérias (MEDEIROS
et al., 2007).

Outra pesquisa relacionada com a propriedade antifUngica desta
planta testou seus extratos, aquoso e alcoolico, contra C. albicans, T. rubrum e
Cryptococcus neoformans. O resultado foi de atividade contra C. albicans com
0 uso do extrato aquoso, porém quando as macromoléculas foram separadas
de outros metabdlitos houve perda de atividade (SCHMOURLO et al., 2005).

Um trabalho relacionado com a atividade antimicrobiana de um
extrato de Shinus terebinthifolius Raddi também verificou que o fracionamento
do mesmo induzia a perda da capacidade de inibicdo de bactérias (BOROS,
2007). Johann et al. (2007) verificaram que o extrato etandlico das folhas de
Schinus terebinthifolius apresentou potencial atividade antifungica contra
Candida glabrata e Sporothrix schenckii.

Tonial (2010), afirma que a atividade antimicrobiana de extratos de

Schinus terebentifolius Raddi é inquestionavel.

1.3. Ocimum basilicum L. (cultivar Maria Bonita)

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) € originario do Sudoeste da Asia e
Africa Central e de ocorréncia subespontanea no Brasil. A depender do local
em que € cultivado, podera ser uma planta anual ou perene (BLANK et al.,
2007).

O género Ocimum, da familia Lamiaceae, € uma importante fonte de
Oleos essenciais, tendo uso na medicina popularmente em todos os
continentes. Compreendem aproximadamente trinta espécies de ervas e

subarbustos dispersos das regies tropicais e subtropicais da Asia, Africa,
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Américas Central e do Sul, sendo a Africa considerada o principal centro de
diversidade deste género (AL-MASK et al., 2013).

Nos Estados Unidos da América o cultivo € de média escala e para
fins culinarios, ornamentais e extracdo de O6leo essencial. Essa espécie é
comercialmente cultivada para utilizacdo de suas folhas verdes e arométicas,
usadas frescas ou secas como aromatizante ou tempero (PEREIRA e
MOREIRA, 2011).

Entre as espécies de manjericdo de maior importancia encontram-se
Ocimum gratissimum (manjericdo-doce), Ocimum basilicum (manjericéo
branco), Ocimum tenuiflorum, Ocimum selloi Benth (elixir paregérico) que séo
produtores de Oleos essenciais para producdo de farmacos, perfumes e
cosméticos (PEREIRA & MOREIRA, 2011).

Dentre estas, encontra-se a cultivar Maria Bonita que € proveniente do
acesso Pl 197442, oriundo do Banco de Germoplasma North Central Regional
Pl Station, lowa State University, EUA. E a primeira cultivar de manjericdo
melhorada e registrada no Registro Nacional de Cultivares (RNC) pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento no Brasil, e foi obtida a
partir do programa de melhoramento genético da Universidade Federal de
Sergipe (BLANK et al., 2007). Apresenta forma de copa arredondada, com
pétala rosea e sépala roxa. A cultivar Maria Bonita possui comprimento médio
de folha de 6,5 cm e largura de folha de 2,8 cm, largura média de copa de
45,70 cm, didmetro médio do caule de 1,32 cm, altura média de 45,50 cm e
habito de crescimento ereto, o que, em conjunto, favorece a sua colheita, tanto
manual como mecanizada. Possui cerca de 85% de umidade nas folhas e
inflorescéncias e 80% no caule, com ciclo médio de 80 dias para o
florescimento (BLANK et al., 2007).

A nomenclatura botanica correta para as espécies e variedades do
género Ocimum da familia Lamiaceae, da qual o manjericdo comercial esta
incluido, é de grande interesse, uma vez que mais de 60 espécies e formas
tém sido relatadas, sendo questionavel a verdadeira identidade boténica do
manjericao citado em algumas literaturas (AQUINO et al., 2011).

A dificuldade em classificar mais de 60 variedades de Ocimum
basilicum L. provavelmente se deve a ocorréncia de polinizagdo cruzada
facilitando hibridagbes, resultando em grande numero de subespécies,

variedades e formas (BLANK et al., 2007).
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O Ocimum basilicum L. faz parte de um grupo de plantas medicinais,
aromaticas e condimentares de grande valor econémico, muito utilizado para
diversos fins: ornamental, condimentar, medicinal, aromatico, na industria de
perfumaria e de cosmeéticos (BLANK et al., 2007).

As folhas secas fazem parte da composicdo de temperos ou séo
utilizadas isoladamente na culinaria, especialmente em massas. Esta planta
caracteriza-se por ser bem adaptada ao Nordeste Brasileiro, além de
apresentar um alto teor e rendimento do 6leo essencial, bem como, do seu
composto majoritario, o linalol. O éleo essencial € empregado para a produgao
de xampus, sabonetes e perfumes, apresentando também propriedades
inseticidas e repelentes (ROSADO et al., 2011).

Na medicina popular, as espécies de manjericdo sédo indicadas como
estimulante digestivo, antiespasmoddico, gastrico, galactagogo, béquico,
carminativo (SAJJADI, 2006). Estudos tém demonstrado seu grande potencial
antimicrobiano e antioxidante (SARTORATO et al.,, 2004; POLITEO et al.,
2007).

O oOleo essencial extraido de varias partes da planta tem
apresentado atividade antimicrobiana frente a bactérias, (Bacillus cereus,
Bacillus  subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Listeriamonocytogenes,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus dentre outras) (AQUINO et al, 2010). A
atividade antimicrobiana do 6leo essencial do manjericdo tem sido relatada
como sendo predominantemente associada aos seus constituintes majoritarios,
o metil chavicol e o linalol (MARTINS et al., 2010).

Os oOleos essenciais constituem a matéria prima de maior valor
agregado nos mercados nacional e internacional, obtida a partir de folhas e
apices com inflorescéncias das plantas do género Ocimum em estadio de
maturidade ideal (SILVA et al.,, 2006). A producdo de Oleos essenciais €
destinada a fabricacdo de farmacos, perfumes, aléem de aplicagbes como
ingredientes em alimentos e aditivos nos produtos cosméticos e de higiene
pessoal, devido as suas propriedades antioxidantes e antibacterianas (VANI et
al., 2009).
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1.4. Oleos Essenciais

O uso dos 6leos essenciais como agentes medicinais é conhecido
desde a remota antiglidade. Ha registros pictéricos de seis mil anos atras,
entre os egipcios, de praticas religiosas associadas a cura de males, as unc¢des
da realeza, e a busca de bem estar fisico, através dos aromas obtidos de
partes especificas de certos vegetais, como resinas, folhas, flores, sementes,
etc. As substancias aromaticas também ja eram populares nas antigas China e
india, centenas de anos antes da era cristd, quando eram incorporadosem
incenso, pogbes e varios tipos de acessorios, usados diretamente sobre o
corpo (TYRREL, 1990).

No entanto, foi apenas a partir da ldade Média, através do processo
de destilacao, introduzido pelos cientistas mugulmanos, que se iniciou a real
comercializacdo de materiais arométicos (TYRREL, 1990).

Sao misturas de metabdlitos secundarios volateis contidos em varios
orgaos das plantas e assim sdo denominados devido a composicao lipofilica
que apresentam quimicamente diferentes da composicdo gliceridica dos
verdadeiros 6leos e gorduras (AQUINO et al., 2010).

Possuem baixo peso molecular, geralmente s&do odoriferos e
liquidos, constituidos na maioria das vezes, por moléculas de natureza
terpénica e eventualmente de fenilpropandides, acrescidos de moléculas
menores, como alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia curta. S&o
também denominados de 6leos etéreos ou esséncias (MORAIS, 2009).

Em temperatura ambiente apresentam aspecto oleoso, tendo como
principal caracteristica a volatilidade. Isto os diferencia dos 6leos fixos, que sédo
misturas de substéancias lipidicas, geralmente provenientes de sementes (e.g.:
Oleo de ricino, manteiga de cacau e Oleo de linhaca). Apresentam-se
geralmente incolores ou levemente amarelados, com sabor acido e picante,
pouco estaveis em presenca de luz, calor e ar, além de serem pouco solluveis
em agua (MORAIS, 2009).

Os 6leos essenciais constituem um dos mais importantes grupos de
matérias primas para as industrias de alimentos, farmacéutica, perfumaria e
afins (B1ZZO et al., 2009).
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Quimicamente, em sua maioria sdo constituidos de substancias
terpénicas, acrescidos de moléculas menores, como alcodis, ésteres, aldeidos
e cetonas de cadeia curta. O perfil terpénico apresenta-se normalmente
constituido de moléculas de dez e de quinze carbonos, monoterpenos e
sesquiterpenos, respectivamente. Os terpenos sado biossintetizados a partir da
condensacao de unidades de cinco carbonos, o difosfato de isopentenila (IPP)
e o difosfato de dimetilalila (DMAPP), derivadas, da rota biossintética do acido
mevalonico. Posteriormente as estruturas basicas dos terpenos podem ser
modificadas por reducbes, oxidacbes e ciclizagbes (BANDONI; CZEPAK,
2008).

Estdo associados a varias funcdes necessarias a sobrevivéncia do
vegetal em seu ecossistema, exercendo papel fundamental na defesa contra
microrganismos e predadores, e tambémna atracdo de insetos e outros
agentes fecundadores. Na pratica médica popular, os 0leos essenciais
possuem uma larga tradicdo de uso (BIZZO et al., 2009).

As propriedades farmacolégicas atribuidas aos OE sao diversas e
algumas séo preconizadas por apresentarem vantagens importantes, quando
comparadas a outrosmedicamentos, como, por exemplo, a sua volatilidade,
que os torna ideal para uso em nebulizagcbes, banhos de imersdo ou
simplesmente em inalacdes. A volatilidade e o baixo peso molecular de seus
componentes possibilitam que eles sejam rapidamente eliminados do
organismo através das vias metabdlicas. (BANDONI; CZEPAK, 2008).

As bases da industria de Oleos essenciais foram concebidas e
desenvolvidas no Oriente, especialmente no Egito, india e Pérsia e no Ocidente
alcancou seu pleno desenvolvimento (SIANI et al., 2000).

De acordo com a familia a que pertencem, as diversas espécies de
plantas acumulam esses elementos volateis em 6rgados anatdémicos especificos
(SANTANA et al., 2012).

Os oOleos essenciais sdo conhecidos pela fragrancia e propriedades
fungicidas, antivirais, bactericidas e medicinais e podem ser utilizados como
antimicrobianos, analgésicos, sedativos e antiinflamatérios (AQUINO et al.,
2010). Ainda, tem sido estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos
Oleos essenciais possuem propriedades antifungicas e 35% exibem
propriedades antibacterianas (LIMA, 2006). Constituem-se em um dos

principais grupos dos produtos naturais com potencial para o desenvolvimento
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de novos agentes antimicrobianos (SAAD et al., 2010). Vérios estudos tém
descrito este potencial para uma variedade de microrganismos isolados de
diversos sitios anatémicos (SANTANA et al., 2012).

Entre os principais métodos de extracado dos Oleos essenciais estdo
a hidrodestilacdo, a destilagdo por arraste de vapor d dgua e a extracdo com
CO, supercritico. A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas constitui uma das técnicas mais utilizadas para a identificacdo dos
constituintes dos Oleos essenciais (MONTANARI, 2010).

O produto extraido pode variar em qualidade, quantidade e
composicdo, de acordo com o clima, solo, érgdo da planta, idade e estagio do
ciclo vegetativo (ANGIONI et al., 2006). A composicdo quimica dos Oleos
essenciais € determinada por fatores genéticos, porém, outros fatores podem
acarretar alteracfes significativas na producdo dos metabdlitos secundérios.
Os estimulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra, podem
redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes
compostos (ANGIONI et al., 2006).

Dentre estes fatores, podem-se ressaltar as interacbes planta/
microrganismos, planta/ insetos e planta/ planta; idade e estaddio de
desenvolvimento, fatores abidticos como luminosidade, temperatura,
pluviosidade, nutricdo, época e horario de coleta, bem como técnicas de
colheita e pds — colheita. E vélido ressaltar que estes fatores podem apresentar
correlagdes entre si, ndo atuando isoladamente, podendo exercer influéncia
conjunta no metabolismo secundario (MORAIS, 2009).

Assim, para se obter um 0Oleo essencial com composi¢cdo constante,
deve-se realizar a extracdo sob as mesmas condi¢bes, a partir dos mesmos
Orgdos vegetais cultivados no mesmo solo e has mesmas condi¢des climéticas.

Devido a sua composicdo complexa, 0s 0leos essenciais
demonstram uma variedade de ac¢bes farmacoldgicas, tornando-os potenciais
fontes para o desenvolvimento de novas drogas (AMARAL, 2004).

Santana et al (2012) demonstraram que 0s Oleos essenciais de
folhas, flores e frutos de S. terebinthifolius de diferentes regides foram
previamente analisados, 0s quais se mostraram compostos basicamente por
derivados mono e sesquiterpénicos. No que se refere a avaliacdo da atividade

biol6gica, os Oleos volateis dos frutos foram analisados e apresentaram
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atividade alelopatica, citotoxicae tripanocida, enquanto que o 6leo das folhas
mostrou atividade citotoxica.

Hougton et al. (2007) descreveram que pela analise dos
constituintes quimicos dos O6leos essenciais ndo € possivel afirmar que o
componente majoritario € o que realiza a atividade biol6gica em estudo. Assim,
o efeito pode ser atribuido a um constituinte em menor propor¢cdo ou de um
sinergismo entre 0s compostos existentes naquele oleo (MACHADO &
JUNIOR, 2011).

1.5. Género Candida

O género Candida é composto por fungos leveduriformes hialinos,
taxonomicamente enquadrados no grupo dos ascomicetos (SIDRIM & ROCHA,
2004).

As leveduras do Género Candidaséo classificadas no Reino Fungi
como membros da Divisdo Eumycota; Filo Ascomycota; Classe
Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae
(BARBEDO & SGARBI, 2010). Este género compreende aproximadamente 200
espécies. As principais espécies de interesse clinico sao: C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e C.
lusitaniae. Entretanto, tem sido progressivo o relato de casos de doencas
superficiais e invasivas relacionadas a espécies emergentes de Candida,
envolvendo isolamentos de C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C.
utilis, C. lipolytica, C. norvegensis, C. inconspicua, dentre outras (COLOMBO &
GUIMARAES, 2003). A reproducéio ocorre assexuadamente por brotamento.

As leveduras do género Candida, em particular a C. albicans, séo
patdogenos oportunistas frequentemente isolados das superficies mucosas de
individuos normais. Estdo muito bem adaptadas ao corpo humano, por isso
podem colonizé-lo sem produzir sinais de doenca em condigbes de
normalidade fisiologica (ALVARES. et al., 2007).

C. albicans é uma levedura dipldide com historia de dimorfismo
fungico invertido, enquanto outros fungos se encontram na natureza na fase
miceliana e causam doengas no homem na fase leveduriforme, C. albicans
comporta-se de modo contrario (SANTOS, 2011).
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A biologia de C. albicans apresenta diferentes aspectos, entre eles,
a habilidade de se apresentar com distintas morfologias. A fase unicelular
leveduriforme pode gerar um broto e formar hifas verdadeiras. Entre esses dois
extremos, brotamento e filamentacéo, o fungo ainda pode exibir uma variedade
de morfologias durante seu crescimento, formando assim as pseudo-hifas, que
na realidade s&o leveduras alongadas unidas entre si. A mudanga na
morfologia de fase leveduriforme para filamentosa pode ser induzida por uma
variedade de condi¢cdes ambientais, como variacdo de temperatura e de pH
(BARBEDO & SGARBI, 2010).

Mudancas na micromorfologia ocorrem em funcdo da expresséo
genética, que se reflete na macromorfologia do desenvolvimento leveduriforme
quanto a cor, que pode ser do branco ao creme, e ao aspecto, pastoso,
brilhoso ou opaco. Porém, o estado leveduriforme pode evoluir para
filamentoso, ou até mesmo uma mescla de células fungicas leveduriformes e
filamentosas (BARBEDO & SGARBI, 2010).

O critério para a diferenciacdo entre hifa verdadeira e pseudo-hifa
esta na observacao da formacdo do tubo germinativo (hifaverdadeira). A partir
da célula leveduriforme, na formacdo dahifa verdadeira ndo h& a constri¢cdo
entre a célula-mae e o filamento, ja pseudo-hifas possuem a constricdo entre a
célula-mée e ocomprimento do filamento (WHITEWAY & BACHEWICH, 2007).
Diferenca maior entre a hifa verdadeira e a pseudo-hifa estd na organizacdo de
seus ciclos celulares. Em C. albicans, os termos hifa e tubo germinativo sé&o
considerados freqientemente sinbnimos. A hifa que se projeta do primeiro ciclo
celular, antes da formacao do septo, é chamada de tubo germinativo, termo
gue deveria ser usado para descrever o alongamento que desenvolve a hifa. O
termo hifa refere-se a toda ndo ramificagdo e aos filamentos que contém mais
de um septo e auséncia de constricbes (WHITEWAY & BACHEWICH, 2007).

Além das caracteristicas da hifa, outras estruturas estdo fortemente
ligadas a definicAo da espécie de maior viruléncia, como a presenca de
Clamidoconidios (clamidosporos) e a producdo de tubo germinativo. Os
clamidosporos sao estruturas arredondadas com paredes espessas formadas
por um alongamento no interior (intercalar) ou extremidade (terminal) da hifa e
ocasionalmente em pseudo-hifas; sdo ricos em acidos nucléicos e podem
germinar em alguns casos, sdo formadas quando o fungo se encontra em um

local onde ndo ha todos os nutrientes necessarios para seu desenvolvimento,
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como por exemplo, meios de cultura feitos a base de arroz e milho, como o
industrializado corn meal. A formacdo de clamidoconidios sob condi¢cdes
especificas € uma das maneiras eficientes de se distinguir C. albicans de C.
dubliniensis (SANTOS, 2011).

Em relacdo as suas caracteristicas bioquimicas, as espécies de
Candida possuem tanto a capacidade fermentativa como assimilativa, sendo
capazes de crescer em uma variedade de substratos organicos. As amostras
patogénicas em sua maioria crescem bem em cultivos aerdbicos, embora
possam crescer também em presenca de altas concentracdes de gas
carbdnico atmosférico e em meios pobres ou ricos em nutrientes com um pH
entre 2,5 e 7,5 (SANTOS, 2011).

No exame direto do material clinico, o género apresenta-se como
uma estrutura unicelular ovalada, Gram-positiva com tamanho variavel de 2 a 6
Mm, e como células alongadas com brotamentos, semelhantes a hifas,
denominadas pseudo-hifas. As espécies de Candida apresentam coldnias de
coloracdo branca, superficie lisa ou levemente rugosa e textura glabrosa umida
(MORETTI et al, 2004), que crescem bem dentro de 48 horas, entre
temperaturas de 25 e 37°C (SIDRIM & ROCHA, 2004). Com relacdo a
microscopia caracterizam-se por blastoconidios esféricos ou levemente ovais,
paredes finas e auséncia de capsula, sendo que algumas espéciesapresentam
clamidoconidios terminais ou intercalares (VIEIRA, 2009).

Estas caracteristicas sdo Uteis a identificacdo das espécies de
Candida, porém ndo séo suficientes para garantir uma identificacdo precisa.
Para a identificacdo das espécies do género Candida muitos aspectos séo
levados em consideracdo, como morfologia, capacidade de formar tubo
germinativo, assimilagdo de carboidratos, assimilagdo de nitrogénio e
fermentacao de carboidratos (VIEIRA, 2009). Além destas, o ideal € a utilizacdo
de varias técnicas que abordem estas caracteristicas fenotipicas, bem como
aquelas que se utilizam de sequéncias especificas do DNA. A amplificacdo do
DNA alvo é particularmente promissora por causa da simplicidade,
especificidade e sensibilidade (SANTOS, 2011). Além disso, ela pode ser
associada a varias outras técnicas moleculares aumentando seu poder

discriminatorio.
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1.6. Doencas causadas por Candidaspp. — Candidiase vaginal

Candidiase ou candidose é uma micose causada por levedurasdo
género Candida, em gque a lesédo pode ser branda, aguda ou cronica, superficial
ou profunda, e de espectro clinico bem variavel (BARBEDO & SGARBI, 2010).

O principal agente das candidiases € a C. albicans. A maioria dos
estudos mostra que esta espécie constitui 60% dos isolados de amostras
clinicas. Uma vez que esta levedura faz parte da microbiota humana, ela é
considerada uma micose oportunista. No entanto, algumas consideracdes
devem ser levadas em conta, e freqientemente na literatura encontramos
outros agentes da candidiase, como por exemplo: C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. krusei, C.guilliermondii, C. glabrata, C. kefyr, C. lusitaniae, C. viswanathii, C.
famata, dentre outras, sendo que todas estas espécies tém sido isoladas de
casos clinicos (ALVARES et al., 2007).

As leveduras do género Candida, em particular a C. albicans, séo
patdogenos oportunistas frequientemente isolados das superficies mucosas de
individuos normais. Estdo muito bem adaptadas ao corpo humano, por isso
podem colonizé-lo sem produzir sinais de doenca em condigcbes de
normalidade fisiolégica. Colonizam as mucosas de todos os seres humanos no
decorrer ou pouco depois do nascimento, havendo sempre o risco de infeccéo
endogena (ALVARES et al., 2007). Quando h& uma ruptura no balanco normal
da microbiota ou o sistema imune do hospedeiro encontra-se comprometido, as
espécies do género Candida tendem a manifestacdes agressivas, tornando-se
patogénicas (BARBEDO & SGARBI, 2010).

A candida é um microrganismo dimorfico, e pode ser tido como
comensal ou patogénico, na dependéncia dos seus fatores proprios de
viruléncia e dos fatores de defesa do hospedeiro. Para que ocorra a candidiase
vaginal clinica, o fungo precisa vencer a batalha com o meio vaginal e invadir a
mucosa, causando sintomatologia. Geralmente isso é favorecido por alguns
fatores classicamente reconhecidos como predisponentes para a CV: gravidez,
uso de anticoncepcionais orais de alta dosagem, diabetes melitus

descompensado, uso de corticoides, imunossupressores e antibioticos. Além
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disso, com alteracdes na resposta imunoldgica, hibitos de higiene e vestuério
inadequados, e contatos com alérgenos e/ou irritantes da genitalia (ALVARES
et al., 2007).

A candidiase vaginal (CV) continua sendo extremamente comum,
uma vez que quase todas as mulheres experimentam esse desagradavel
guadro genital pelo menos uma vez em algum momento de suas vidas. Dentre
as vulvovaginites, a candidiase vulvovaginal (CVV) é a segunda mais
frequente, estimada em 17 a 39% dos casos, atrds somente da vaginose
bacteriana (VB) com 22 a 50%. A CVV acomete 75% das mulheres em alguma
fase da vida, sendo que 50% apresentam outros episddios e 5% tém
candidiase vulvovaginal recorrente (CVVR), definida como quatro ou mais
epis6dios em um ano. E causada por um Gnico agente, porém o mecanismo de
transformacao da colonizacdo em infeccdo € multifatorial. A Candida albicans é
responsavel por 85 a 90% dos casos, seguida pelas espécies C. Glabrata
com5 a 15% dos casos de segunda espécie mais frequente nas candidiases
vulvovaginais. Outras espécies detectadas em infec¢cdes ginecoldgicas
commenos frequéncia sao C.tropicalis, C. pseudotropicalis e C. krusei
(FEUERSCHUETTE, et al., 2010).

A candidiase vulvovaginal é uma das infecgcbes mais comuns na
pratica clinica ginecoldgica. E um processo infeccioso e/ou inflamatério do trato
geniturinario inferior feminino relevante na medicina devido ao acentuado
namero deatendimentos em consultorios de ginecologia. Prurido, leucorréia,
placas esbranquicadas, edema e eritema na vulva e vagina tém sido as
manifestacdes clinicas mais comuns nesse tipo de infeccdo. A CVV é um dos
diagndésticos mais freqlientes na pratica diaria em ginecologia e sua incidéncia
tem aumentado drasticamente, tornando-a a segunda infecgdo genital mais
frequente nos Estados Unidos e no Brasil. A CVV representa 20% a 25% dos
corrimentos vaginais de natureza infecciosa, precedida apenas pela vaginose
bacteriana. Na Europa, é a primeira causa de vulvovaginite (ALVARES, 2007).
Atividade sexual (traumas de mucosa), diferentes tipos de prote¢cao menstrual e
substancias de higiene intima, uso continuo de roupas apertadas, pecas
intimas de tecidos sintéticos, gravidez, anticoncepcionais orais e o dispositivo
intrauterino (DIU), dentre outros, sdo alguns dos fatores predisponentes para
as candidiases vulvovaginais (BARBEDO & SGARBI, 2010).
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A sintomatologia das vulvovaginites fangicas ndo é patognomoénica
e a suspeita clinica pode ser confirmada por testes que evidenciam a natureza
do agente etiolégico. Por essa razdo, os exames laboratoriais devem ser
realizados para o diagnostico diferencial de outras vaginites infecciosas,
resultando em beneficios aos pacientes pelos tratamentos especificos, que
evitam o0 agravamento da infec¢cdo, procedimentos médicos e custos
desnecessarios (BOATTO et al., 2007).

Com relacdo a candidiase vulvovaginal recorrente, a patogénese
desta entre mulheres que ndo témcondicdes predisponentes aparentes, que é
a grandemaioria, esta sob investigacdo. Uma elevacdo na resisténcia de
espécies de Candida ndo tem sido observada na maioria dos casos, embora se
analisarmos essas pacientes como um grupo, mulheres com recorréncia tém
uma prevalénciadiscretamente mais elevada de C. glabrata, menos sensivel as
drogas imidazdlicas, comumente utilizadas no tratamento de CVV e CVVR
(BARBEDO & SGARBI, 2010).

1.7. Resposta da Candida spp aos antifungicos utilizados no tratamento
da candidiase vaginal

Uma grande quantidade de farmacos obtida através da sintese
organica tém sido utilizada no tratamento de infec¢des micoticas. Acandidiase
vaginal pode ser tratada com agentes antifingicos tépicos ou sistémicos. Os
antisépticos como tintura de iodo, violeta de genciana, acido salicilico e
benzdico, derivados sulfamidicos, corantes, quinonas, antifingicos poliénicos
(e.g. nistatina, anfotericina) tém sido amplamente utilizados na terapia
antimicética. Ainda, faz-se uso dos chamados antifingicos modernos, a citar os
azois (cetoconazol, econazol, sulconazol, miconazol, clotrimazol, fluconazol),
alilaminas (naftina, terbinafina), hidroxipiridona, morfolina, compostos de
selenium e anfotericina B lipossémica (SANTOS, 2011).

Estudos tém demonstrado que o tratamento oral com farmacos
como fluconazol, cetoconazol e itraconazol sao eficazes no tratamento da
candidiase; no entanto, apresentam toxidade sistémica que deve ser
controlada, especialmente com o0 uso de cetoconazol. Esses agentes podem
estar associados com elevacao das enzimas hepéticas (GLEHN e RODRIGUES,

2012).
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O fluconazol tem sido utilizado como droga de primeira escolha,
pois, ele é bem tolerado pelo organismo, tem boa disponibilidade oral e é eficaz
contra um namero significativo de leveduras do género Candida (SANTOS,
2011). No entanto, ele tem sido mais utilizado para candidiase sistémica devido
ao alto preco. Por este motivo, a nistatina tem sido utilizada no Brasil como
primeira alternativa no tratamento de CV, entretanto, s&o poucas as
publicacdes sobre os resultados in vitro da nistatina. A anfotericina B no
tratamento da CV so6 pode ser através de formulagdes topicas, devido sua alta
toxicidade (SANTOS, 2011).

Com frequéncia, as infec¢cbes fungicas sdo de dificil tratamento,
segundo LIMA, et al, 2006, este fato esta intrinsecamente relacionado a
aguisicao por parte de seus agentes etiologicos de resisténcia frente a acao de
antifangicos.

O uso de roupas intimas sintéticas e justas leva a ocorréncia de
prurido, mucorréia, hiperemia, que, associado com a positividade de
colonizagéo de Candida albicans anal, aumenta em 3,7 vezes o resultado para
candidiase vaginal sugerindo possivel contaminacdo a partir do anus. A
realizacdo de estudos mais aprofundados que abordem fatores de risco pode
identificar formas de prevencédo a partir de mudancas de comportamento e
habitos (GLEHN e RODRIGUES, 2012).

O tratamento de candidiase vaginal mudou e evoluiu muito nos
altimos anos. N&do ha evidéncias de que a Candida seja resistente aos
antibioticos poliénicos nem aos derivados imidazolicos. Entretanto, alguns
cuidados devem ser observados para a obtencdo de melhores resultados:
iniciar sempre com aterapéutica local, ndo interromper o tratamento durante o
fluxo menstrual, controlar os fatores predisponentes e repudiar associagdes
medicamentosas, sobretudo com o metronidazol (FEUERSCHUETTE et al,
2010).

O tratamento do parceiro sexual ndo é obrigatério para o sucesso
terapéutico, mas deve ser considerado em casos de mulheres com CVV
recorrente.

O sucesso do tratamento da CVVR impde inicialmente regime de
supressdo com dose prolongada de antifungico oral, como fluconazol 150 mg
(trés doses, dias 1, 4 e 7) ou qualquer azdlico tépico por sete a 14 dias, para

alcancar remissdo clinica e microbiolégica antes de iniciar o regime de
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manutengao. Utilizagdo de tratamento inicial de curta duragdo aumenta a
chance de recidiva para 50% em trés meses. O uso de cetoconazol e
itraconazol é uma boa opc¢ao nos episédios eventuais ou para supressao, nao
sendo escolha para manutencdo por apresentarem mais efeitos colaterais
(FEUERSCHUETTE et al., 2010).

A Candida glabrata e outras espécies nao-albicans apresentam
maior resisténcia a terapia convencional com derivados azdlicos,
principalmente fluconazol. O diagnostico clinico pode ser meramente
suspeitado frente a secrecdo menos tipica e mais aquosa, queixa de
ardor/queimor mais intenso que de prurido, € nos casos resistentes e
recorrentes, devendo sempre ser confirmado pela cultura em meio especifico.
O wuso indiscriminado de antimicoticos azélicos elimina as cepas mais
sensiveis, selecionando as mais resistentes e as nao-albicans.

Na realidade, apesar de existirem fatores de risco para o seu
desenvolvimento, na maioria das pacientes com CVVR tais fatores ndo séo
identificados. Gravidez, diabetes mellitus mal controlada, imunossupressao,
individuos com falha na producédo de antigeno de Lewis, sexo oral passivo e
atopia sdo situagdes relacionadas a CVV (FEUERSCHUETTE et al, 2010).

O aumento na incidéncia de infeccfes fungicas tem exacerbado a
necessidade de uma nova geracdo de agentes antifungicos. Esforcos
continuos para o estudo dos mecanismos de resisténcia e o desenvolvimento
de esquemas experimentais ou novas biomoléculas sdo primordiais para o
controle da resisténcia e para o desenvolvimento de combinacbes mais

seguras e mais potentes para o futuro.

1.8. Plantas medicinais e seus constituintes bioativos: a busca por

compostos com atividade anti- Candida.

As plantas sao fontes importantes de compostos biologicamente
ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um
grande numero de farmacos.

Estima-se que existam de 25.000 a 75.000 espécies vegetais
utilizadas nas medicinas tradicionais do mundo, das quais apenas 1% foi
validada por estudos cientificos, com demonstracdo de seu valorterapéutico,

quando administradas em seres humanos (VIEIRA, 2009).
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O uso de plantas na medicina popular guarda uma estreita relacao
com os efeitos produzidos que s&o comprovados pela recuperacdo dos
pacientes que usam esses medicamentos (VIEIRA, 2009).

Em decorréncia do alto custo dos medicamentos e da baixa
condi¢éo financeira de 80% da populacdo mundial, as plantas voltaram a ser
um importante aliado nos servigcos de saude. A Organiza¢cdo Mundial de Saude
(OMS), reconhecendo essa realidade lancou, em 1972, um incentivo a
chamada Medicina Tradicional, em que a Fitoterapia se destaca como uma das
praticas mais importantes (SANTOS, 2011).

Atualmente, no Brasil e no mundo, tém sido desenvolvidas
inovacdes cosmeticas e farmacéuticas que demonstram a necessidade de mais
pesquisas em relacdo ao uso de diferentes matérias—primas de origem vegetal.

Os compostos quimicos presentes nas plantas resultam de dois
processos metabolicos bésicos: o primario e o secundario. Devido ao
metabolismo primario sdo capazes de sintetizar 0s compostos necessarios
para a realizacdo de suas funcdes vitais, como a fotossintese e a reproducao.

O metabolismo secundario é regulado pela capacidade genética das
plantas responderem a estimulos num determinado momento (SANTOS, 2011).
Sendo assim, 0os metabolitos secundarios sdo especificos para cada espécie
vegetal e os produtos resultantes do metabolismo secundario geralmente nao
sdo vitais para as plantas. No entanto, representam os compostos quimicos —
principios ativos — responsaveis pelos efeitos terapéuticos ou toxicos ao
organismo humano e animal (SANTOS, 2011).

Os principais responsaveis por essas acles terapéuticas sdo 0s
Oleos essenciais, compostos formados por varias funcdes organicas
combinadas em diferentes prevaléncias. Os Oleos essenciais constituem os
elementos volateis contidos em muitos 6rgdos vegetais, e, estédo relacionados
com diversas funcdes necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel
fundamental na defesa contra microrganismos. Ainda, tem sido estabelecido
cientificamente que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem propriedades
antifingicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (LIMA et al., 2006),
apresentam atividade contra um grande numero de microrganismos, incluindo
espécies resistentes a antibioticos e antifungicos (VIEIRA, 2009).

Praticamente todos os 6leos essenciais constituem uma mistura de

principios quimicos muito complexa e variam amplamente em sua composic¢ao,
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sendo a maior parte constituidos principalmente de terpenos. Os constituintes
variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, oOxidos, peroxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas, cumarinas e compostos com enxofre. Na mistura, tais
compostos apresentam-se em diferentes concentragdes; normalmente um
deles é o composto majoritario, existindo outros em menores teores e alguns
em baixissimas quantidades. Geralmente, 0s componentes que apresentam as
maiores concentracdes determinam as propriedades bioldgicas do Oleo
essencial (BAKKALI et al., 2008). Devido a sua composi¢cao complexa, os 0leos
essenciais demonstram uma variedade de a¢des farmacoldgicas, tornando-os
potenciais fontes para o desenvolvimento de novas drogas (AMARAL, 2004).

A pesquisa de novos agentes antifungicos se faz necessaria devido
a grande incidéncia das infec¢des fangicas resistentes as principais drogas
clinicamente utilizadas. Esse fato é agravado pelo limitado arsenal antifungico
disponivel, associado aos efeitos colaterais e alto preco dessas drogas.

Em ginecologia, os Oleos essenciais podem ser utilizados no
tratamento de infec¢cdes agudas, crbnicas ou recorrentes, a exemplo de
infeccbes causadas por leveduras, infeccdo do trato urinario ou vaginal
(SANTOS, 2010). Os o6leos essenciais de varias espécies tém demonstrado
eficiéncia in vitro no controle de Candida spp. envolvida em infec¢des vaginais
(SANTOS, 2011).

Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e 0leos
essenciais de plantas nativas tém sido relatados em muitos paises tais como
Brasil, Cuba, india, México e Jordania, que possuem uma flora diversificada e
uma rica tradicdo na utilizagdo de plantas medicinais para uso como
antibacteriano ou antifungico (DUARTE, 2006).

A resisténcia aos antifungicos tem representado um grande desafio
para a clinica, frente as dificuldades observadas no tratamento da candidiase.
Este aumento pode ser decorrente do uso de terapias seletivas com doses
inadequadas ou devido ao uso crescente de farmacos na profilaxia de
infec¢des fungicas, possibilitando a selecdo da resisténcia clinica.

Nas mulheres a candidiase vaginal afeta uma elevada proporcéo
em idade adulta, estima-se que aproximadamente 75% destas, apresentem
pelo menos um episddio de vulvovaginite fingica em sua vida, onde 40 a 50%

vivenciam novos surtos e 5% tornam-se recorrentes (FREIRES et al., 2011).
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RESUMO

Composicdo Quimica e A¢cdo AntiCandida do Oleo Essencial de Schinus
terebinthifolius Raddi (aroeira) sobre Cepas do Género Candida spp.

Nos dltimos anos, as candidiases vém se tornando cada vez mais recorrentes
e de dificil tratamento, principalmente em funcdo da emergéncia de novas
espécies de Candida, bem como, da diminuicdo da susceptibilidade aos
antifangicos. Considerando a necessidade de obtencdo de novos agentes
terapéuticos voltados para o combate da candidiase vaginal, o objetivo deste
estudo foi investigar a atividade antiCandida in vitro do 6leo essencial de frutos
e folhas da Schinus terebinthifolius Raddi frente as espécies de Candida spp.
Os frutos e folhas da Schinus terebinthifolius Raddi foram testados em duas
etapas: uma etapa em que foram utilizados folhas e frutos, secos por um
periodo de cinco dias em estufa a temperatura de 40°C controlada, e, uma
segunda etapa, onde o material botanico (folhas e frutos) foi utilizado fresco.
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Em ambas as etapas houve extracdo dos Oleos essenciais em aparelho tipo
Clevenger. As determinacbes das concentragfes inibitorias minimas e
fungicidas minimas foram realizadas com base no documento M27-A2 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

No presente estudo foi observado um alto indice de resisténcia para o 6leo
essencial das folhas secas, e os frutos maduros secos demonstraram melhor
eficacia sobre as linhagens testadas. Porém, ndo houve acdo antifungicida de
ambos os Oleos para as linhagens testadas, apenas ac¢ao fungistatica. Em se
tratando das folhas e frutos frescos da S. terebinthifolius Raddi, com a técnica
de disco de difusdo, os frutos apresentaram atividade antiCandida contra as
linhagens testadas, com excecdo da C. glabatra. As folhas apresentaram
atividade antiCandida para todas as linhagens testadas (clinicas e padrao).

Palavras chave : Planta medicinal; candidiase vulvovaginal; 6leo essencial;
Candida spp

ABSTRACT
Action and Chemical Composition of Essential Oil An tiCandida Schinus
terebinthifolius Raddi (mastic) on strains of the genus Candida  spp.

In recent years, candidiasis are becoming increasingly recurrent and
difficult to treat, mainly due to the emergence of new species of Candida, as
well as the decreased susceptibility to antifungal agents. Considering the need
to obtain new therapeutic agents aimed at fighting vaginal candidiasis, the aim
of this study was to investigate the in vitro activity antiCandida of essential oil
from fruits and leaves of Schinus terebinthifolius Raddi front of Candida spp.
The fruit and leaves of Schinus Terebinthifolius Raddi were tested in two steps:
a step in which the leaves and fruits , dried for a period of five days in an oven
at 40 ° C controlled , and a second step where the material botanical ( we used
leaves and fruits ) was used fresh . In both phases was extraction of essential
oils in Clevenger type apparatus. The determination of minimum inhibitory and
minimum fungicidal concentrations was based on document M27 - A2 of the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
In the present study a high rate of resistance to the essential oil of dried leaves
was observed, and the dried ripe fruits showed better efficacy against the tested

strains. However, no antifungal action of both oils against the tested strains,
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only fungistatic. In the case of leaves and fresh fruits of S. terebinthifolius
Raddi, with the disk diffusion technique, the fruits showed antiCandida activity
against all strains tested, except C. glabatra. Leaves showed antiCandida

activity for all tested strains (clinical and standard).

Keywords: Medicinal plant ; vulvovaginal candidiasis ; essential oil ; Candida

sSpp
1. INTRODUGAO

Espécies de Candida sdo reconhecidas como as leveduras mais
usualmente envolvidas na etiologia de infec¢des micoticas.

Uma infeccéo fungica que continua sendo extremamente comum € a
candidiase vaginal (CV), que representa uma das ginecopatias mais
frequentes, acometendo pelo menos uma vez na vida cerca de 75% da
populacao feminina sexualmente ativa. A grande maioria das cepas isoladas da
vagina corresponde a espécies da C.albicans, estimando-se que a proporcao
de infeccdes por cepas nao-albicans venha aumentando progressivamente nos
ultimos anos. Com frequiéncia, as infec¢Bes fungicas sao de dificil tratamento,
fato intrinsecamente relacionado a aquisicdo por parte de seus agentes
etioldgicos de resisténcia frente & a¢do de antifingicos (ARAUJO et al, 2004).

Diante disto, o0 uso de medicina alternativa pela populacdo mundial
tem sido significativo nos ultimos tempos. Dados da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) divulgados em meados de 1990 citam que 60% a 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais
como Uunica forma de acesso aos cuidados da saude (VEIGA, PINTO &
MACEL, 2005).

A Schinus terebinthifolius Raddi é uma espécie da familia
Anacardiaceae, nativa da América Central e do Sul, especialmente do sul do
Brasil, do Paraguai e da Argentina, porém é comum na vegetacao litoranea do
nordeste brasileiro desde o Rio Grande do Norte ao Estado de Sergipe
(LUCENA et al., 2006).Pode também ser encontrada em regides semitropicais
e tropical dos Estados Unidos, Africa, além da Asia e, nos Estados Unidos,
ocorre no Havai, nos Estados da Califérnia, do Arizona e da Florida onde foi
introduzida para fins ornamentais (RIBAS et al., 2006; FREIRES et al., 2011).

Apresenta as seguintes sinonimias botanicas: Schinus aroeira Vell, Sarcotheca
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bahiensis Turcz., Schinus antiarthritica Mart., Schinus mucromulata Mart.
Schinus chichita Speg., Schinus lentiscifolia e Schinus rhoifolus Mart. (SALVI
JUNIOR, 2009). Popularmente esta arvore é conhecida como aroeira, aroeira
pimenteira, aroeira precoce, aroeira do campo, aroeira da praia, aroeira negra,
aroeira branca, aroeira vermelha, aroeira mansa, aroeira do brejo, fruto de
raposa, fruto de sabi, coracdo de bugre, cambui, balsamo, aroeira do campo,
aroeira de sabia, aroeira do Parana, aguaraiba e careiba (SALVI JUNIOR,
2009).

Possui acdo antimicrobiana, antiinflamatéria e antiulcerogénica,
sendo utilizada como antisséptico e no tratamento de estomatites. A literatura
apresenta estudo das propriedades medicinais da aroeira, dentre as quais se
destaca a acao cicatrizante (LUCENA et al., 2006).

As partes utilizadas que apresentam propriedades medicinais sao:
casca, folhas e frutos. E considerada pela medicina popular como adstringente,
antidiarréica, antiinflamatoéria, depurativa, diurética e febrifuga. Nao é utilizada
como componente para cosmetologia. Popularmente, € empregada no
tratamento da diarréia, inflamacdes, para promover a transpiracdo e a
eliminacdo de liquidos. A casca da aroeira tem acao antitérmica, hemoptises e
afeccdes uterinas, em geral (BORNHAUSEN, 2011).

Vérias substancias presentes no extrato desta planta apresentam
acdo antimicrobiana e antiinflamatoria, tendo sido demonstrada, in vitro,
atividade a diversas espécies de bactérias e fungos.

Os principais responsaveis por essas acles terapéuticas sdo 0s
Oleos essenciais, compostos formados por varias funcbes organicas
combinadas em diferentes prevaléncias.

Os Oleos essenciais sdo misturas de metabdlitos secundarios
volateis contidos em varios 6rgdos das plantas e assim sdo denominados
devido a composicao lipofilica que apresentam quimicamente diferentes da
composicao gliceridica dos verdadeiros 6leos e gorduras (AQUINO et al, 2010).

A Schinus terebinthifolius Raddi produz, entre outros compostos,
flavondides, taninos e Oleos essenciais. De todos os metabdlitos secundarios
sintetizados pelos vegetais, os alcalbides e os 6leos essenciais formam o grupo
de compostos com maior numero de substancias biologicamente ativas
(SANTOS et al., 2010).
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As folhas e frutos avermelhados sdo também ricos em Oleo
essencial, e as investigagcOes anteriores relataram altas concentracoes de

monoterpenos, juntamente com alguns hidrocarbonetos de sesquiterpeno
(AFFONSO et al., 2012).

Tem sido estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos Oleos
essenciais possuem propriedades antifungicas e 35% exibem propriedades
antibacterianas (LIMA et al., 2006).

Pessini et al. (2003) avaliaram 13 plantas usadas freqlientemente na
medicina popular para o tratamento de doencas infecciosas. Entre as plantas,
Eugenia uniflora inibiu o desenvolvimento de algumas cepas de bactérias e
fungos. Os resultados obtidos vém corroborar com a crencga popular que utiliza
essas plantas no tratamento de varias doencas infecciosas. Da casca de
Schinus terebinthifolius Raddi, extrai-se 6leo empregado contra tumores e
doencas da cornea (BORNHAUSEN, 2011).

Desoti et al (2011), confirmam o grande potencial das plantas
medicinais para o desenvolvimento de novos antimicrobianos. Ha perspectivas
inegaveis para aplicacdo destes produtos naturais, pois, além de possuir
atividade individual, podem ainda ser associados a outros antimicrobianos
usados na clinica.

Nesta perspectiva, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia do
Oleo essencial de frutos e folhas de Schinus terebinthifolius Raddi na inibi¢céo
do crescimento de espécies de leveduras pertencentes ao género Candida.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Botanico

As folhas e frutos da Schinus terebinthifolius Raddi (Figura 1) foram
colhidos na Fazenda Experimental “Campus Rural da UFS”, localizada no
municipio de Sdo Cristévéo, Sergipe, Brasil, (11° 04°08™'S, 37°08'11"°W). O
material botanico foi utilizado em duas etapas de testes: 1) Frutos e folhas de
S. terebinthifolius Raddi coletados no periodo de Junho a Outubro de 2011,
constituindo a matéria prima utilizada na primeira etapa dos testes. Esta foi
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colocada em estufa (model MA- 037/18) com renovacgdo de ar a temperatura de
40°C durante cinco dias até a desidratacdo completa e posterior extragdo dos
Oleos essenciais; 2) Uma segunda coleta de folhas e frutos foi realizada no
periodo de Dezembro de 2012 a Janeiro de 2013, constituindo a matéria prima

utilizada na segunda etapa de testes, onde a matéria prima foi utilizada fresca.

Figura 1 . Folhas e frutos de Schinus terebinthifolius Raddi.

2.2. Obtencdo dos Oleos essenciais, identificacdo e normalizacdo dos
compostos quimicos

A matéria prima para a 12 etapa de testes foi seca em estufa (model
MA- 037/18) com renovacao de ar a temperatura de 40°C durante cinco dias
até a desidratacao completa e posterior extracdo dos Gleos essenciais. Ja para
a 22 etapa foi utilizado material fresco. Na primeira etapa, os 0leos essenciais
das folhas secas e dos frutos maduros secos de Schinus terebinthifolius Raddi
foram pesados, retirados os caules e inflorescéncias dos mesmos e colocados
intactos em aparelho tipo Clevenger. Na segunda etapa, as folhas trituradas
frescas e os frutos frescos também foram colocados em aparelho tipo
Clevenger onde ocorreu a hidrodestilacdo (por 1,5 horas) em ambas as etapas
no Laboratério de Fitotecnia e de Engenharia de Alimentos da UFS,
respectivamente. O 6leo essencial depois de extraido em ambas as etapas, foi
separado da solucdo aquosa (hidrolato) e transferido para frasco ambar, sendo

conservado a temperatura de - 20°C até o momento do uso.
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2.3. Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massa s (CG-EM)

As analises de identificacdo e normalizacdo de area dos compostos
volateis presentes nas fracdes de OEs foi realizada em um cromatdgrafo a gas
(Varian modelo 3900) equipado com coluna apolar (HP-5MS (30m x 25mm X
0,25um)) com programacao de temperatura de forno de 60-250°C (3°C/min),
segundo Adams (1995), injetor operando no modo Split (razdo 1:10) a
temperatura de 250 °C. A deteccdo dos analitos foi realizada em um
espectrometro de massas (Varian lon Trap, modelo 3900) com transferline na
temperatura de 250°C, com fonte de ionizacdo por impacto de elétrons de
70eV. A faixa de “scanning” de massa foi de 35 a 350 m/z. A demora no inicio
de atuacdo do espectrometro de massas (delay) foi de 4 minutos. A
identificagdo dos compostos organicos volateis dos OEs, em ambos os
equipamentos, foi realizada usando o indice de Retencéo linear (IRL) (ADAMS,
2007) obtido a partir dos padrdes auténticos e auxilio da biblioteca de espectros
de massas do NIST (National Institute os Standard and Technology, 2008),
ADAMS (2007), literatura e data base acessada online “Odour and Pherobase
(ODOUR, 2013).

2.4. Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos experimentos antiCandida foram
trés linhagens padréo obtidas da American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, USA) fornecidas pelo INCQS (Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude) e trés pertencentes ao banco de linhagens do
Laboratério de Microbiologia Aplicada da Universidade Federal de Sergipe e
aqui utilizadas em testes anteriores: Candida albicans (ATCC 18804), Candida
parapsilosis (ATCC 22019), Candida glabrata (ATCC 2001), Candida albicans,
Candida parapsilosis e Candida glabrata. As linhagens clinicas foram isoladas
de mulheres com candidiase vaginal recorrente, obtidas em estudos anteriores.
Os isolados clinicos foram identificados através de métodos fenotipicos e
moleculares (seminested-PCR), (SANTOS, 2011).

As cepas foram mantidas em agar Sabouraud dextrose - ASD a uma

temperatura de 4 °C, sendo utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em
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ASD incubados a 35°C. No estudo da atividade antimicrobiana utilizou-se um
indculo fungico de aproximadamente 10° UFC/mL padronizado de acordo com
a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland. Utilizou-se como meio de
cultura o Roswell Park Memorial Institute — 1640 (RPMI 1640) contendo L-
glutamina e glicose a 2%; o pH foi ajustado a 7.0 com A&cido
morfolinepropanosulfonico (MOPS) numa concentracao final <1%.

2.5. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Fungicida
Minima (CFM)

A avaliacdo da atividade antiCandida foi realizada pela técnica de
microdiluicdo para as folhas e frutos secos, de acordo com a metodologia
descrita no Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). A
determinacdo da CIM foi realizada através de ensaios de microdiluicio em
meio Roswell Park Memorial Institute — 1640 (RPMI 1640) contendo L-
glutamina e glicose a 2%; o pH foi ajustado a 7.0 com &cido
morfolinepropanosulfénico (MOPS). Para auxiliar na dissolugdo do oOleo
essencial foi utilizado o DMSO (dimetilsulfoxido) numa concentragéo final < 1%.

A CIM foi interpretada como a menor concentracao capaz de inibir o
crescimento visivel das leveduras em comparacdo com a amostra controle
(sem o agente antimicrobiano).

Para verificar o efeito fungicida do 6leo essencial foram plaqueados
em agar Sabouraud 100 pl das concentracdes que ndo apresentaram nenhum
crescimento visivel apos 48h de incubacédo, em seguida, as placas foram
incubadas a 37°C por 48h. As concentracbes que nao apresentaram
crescimento nas placas correspondentes foram consideradas como fungicidas
(SANTOS, 2011).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e a média dos

valores calculados.

2.6. Técnica de difusdo em meio sélido

O ensaio de atividade antiCandida utilizado para as folhas e frutos

frescos da S.terebinthifolius foi realizado através da técnica de difusao em meio
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sélido (Ostrosky et al., 2008). Adicionou-se 20 mL do meio de cultura Agar
Sabouraud Dextrose (HIMEDIA®, Sao Paulo, Brasil) - (ASD) em cada placa de
Petri descartavel. Sobre o ASD foram semeadas as linhagens fungicas
(indculos preparados em solucéo salina), utilizando-se swabs alginatados. Em
seguida, foram inseridos sobre superficie do ASD discos absorventes estéreis
previamente imersos em 5 uL do 6leo essencial das folhas e frutos frescos de
S.terebinthifolius. Como controle negativo foram utilizados discos imersos em
solucéo salina.

A utilizacdo de material fresco na pesquisa foi acrescentado ao final
do projeto como uma forma de comparagcdo com o protocolo utilizado de
secagem do material botanico. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata e a média dos valores calculados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicado quimica do 6leo essencial presente na amostra de
folnas secas (OF) de Schinus terebinthifolius Raddi, estd representada na
Tabela 2 e o seu perfil cromatografico pode ser observado na Figura 2. A
Tabela 2 demonstra os registros de 44 compostos, dos quais 34 foram
identificados no presente trabalho, correspondente a 100,0% do 6leo essencial.
Nesta amostra os compostos majoritarios foram: Canfeno (20,121%), a-
Felandreno (19,207%), R-a-Pineno (19,129%), Beta-Cariofileno (13,279%), 3-
Careno (6,009%), representando aproximadamente 78% da composicdo do
oleo.

Trinta e quatro compostos, incluindo mono e sesquiterpenos foram
identificados, com um teor de cerca de 0,45% (m / m) de peso das folhas
secas.

O oOleo essencial presente na amostra de frutos maduros (OFM)
representado na Tabela 1 e o perfil cromatografico observado na Figura 3
demonstra o registro de 38 compostos, dos quais 33 foram identificados no
presente trabalho, correspondendo a aproximadamente 100% do 6leo. Nesta
amostra, 0s compostos: R-a-pineno (22,149), B-Pineno (18,276), a-Felandreno
(17,412), Canfeno (11,519), 3-Careno (5,614) representam aproximadamente

75% da composicéao do 6leo.
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Trinta e trés componentes, incluindo mono e sesquiterpenos foram

identificados, com um teor de cerca de 2,8% (m / m) de peso do fruto maduro

SecCoO.

Tabela 1- Teores (%) dos compostos identificados dos 6leos essenciais (

maduros secos de Schinus terebinthifolius Raddi

Ref.
AREA Adams
N° Tr Composto IRL % (2007)
1 5,404 a-Pineno 931 22,149 932
2 6,71 B-Pineno 986 18,276 974
3 7,347 a-Felandreno 1002 17,412 1002
4 7,52 3-Careno 1007 5,614 1008
5 7,977 m-Cimeno 1020 4,422 1082
6 8,131 Canfeno 1024 11,519 946
7 10,223 a- Terpinoleno 1083 1,126 1086
cis-p-Menta-2,8-dien-1-
8 12,048 ol 1130 0,175 1133
9 12,18 trans-Pinocarveol 1134 0,508 1135
10 12,433 Canfor 1140 0,082 1141
11 12,578 NI 1145 0,048
12 13,037 trans-3-Caren-2-ol 1155 0,13
13 13,31 NI 1162 0,723
14 13,387 NI 1164 0,173
15 13,53 NI 1167 0,896
16 13,733 O-Terpineol 1172 0,88
17 13,93 m-Cimen-8-ol 1177 0,184 1176
18 14,058 p-Cimen-8-ol 1180 0,201 1179
19 14,144 Criptona 1182 0,145 1183
20 14,294 a-Terpineol 1186 0,772
21 14,535 Mirtenol 1191 0,238 1194
22 14,74 cis-Pinocarveol 1197 1,316 1182
23 14,994 cis-Piperitol 1198 0,082 1195
Diidro acetato de
24 15,641 mircenal 1214 1,636
25 16,21 NI 1228 3,272
26 17,794 Felandral 1266 0,239
27 18,29 Acetato de bornila 1278 0,473 1287
28 18,945 p-Cimen-2-ol=Carvacrol 1295 0,182 1298
29 23,786 beta-Cariofileno 1413 1,487
30 25,159 Aloaromadendreno 1446 0,11 1458
31 26,277 Germacreno D 1473 0,461 1484
32 28,978 Elemol 1543 2,032 1548
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secos de Schinus terebinthifolius Raddi

Tabela 1- Teores (%) dos compostos identificados dos 6leos essenciais maduros

33 30,243  Oxido de cariofileno 1577 0,375 1582
34 31,616 y-Eudesmol 1614 0,075 1622
35 32,077 epi-Cubenol 1627 0,901
36 32,744 Cubenol 1644 0,728 1645
37 32,845 Agarospirol 1647 0,83 1646
38 33,398 Eudesm-7(11)-en-4-ol 1662 0,07

TOTAL 100%

IRL — Indice de Retencao Linear, NI — N&o Identificado

Tabela 2- Teores (%) dos compostos identificados dos 6leos essenciais das

folhas secas de Schinus terebinthifolius Raddi

Ref.

Adams
N° Tr Composto IRL Area % (2007)
1 5,489 a-Pineno 934 19,129 932
2 6,621 B-Pineno 976 1,677 974
3 7,447 a-Felandreno 1005 19,207 1002
4 7,593 3-Carene 1009 6,009 1008
5 7,74 m-Cimeno 1013 0,141 1082
6 8,365 Canfeno 1031 20,121
7 9,151 trans-3-Caren-2-ol 1053 0,091
8 10,184 a- Terpinoleno 1082 0,524 1086
9 11,49 NI 1117 0,141
10 12,195 trans-Pinocarveol 1134 0,058 1135
11 12,547 Canfor 1143 0,015 1141
12 13,736 o-Terpineol 1172 0,046 1162
13 13,889 m-Cimen-8-ol 1176 0,051 1176
14 14,019 p-Cimen-8-ol 1179 0,008 1179
15 14,126 Criptona 1182 0,035 1183
16 14,289 a-Terpineol 1186 0,295 1186
17 14,484 Mirtenol 1190 0,009 1194
18 14,74 cis-Pinocarveol 1197 0,12 1182
19 14,996 cis-Piperitol 1198 0,029 1195
20 16,91 (-)-cis-Sabinol 1245 0,467
21 17,602 Felandral 1262 0,058
22 18,292 Acetato de bornila 1279 0,035 1287
23 18,944 p-Cimen-2-ol=Carvacrol 1294 0,072 1298
24 20,435 NI 1331 0,109
25 22,011 NI 1369 0,31
26 22,745 NI 1387 2,621
27 23,946 beta-Cariofileno 1416 13,279 1417
28 25,184 Aloaromadendreno 1447 1,296 1458
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Tabela 2- Teores (%) dos compostos identificados dos o6leos

essenciais das folhas secas de Schinus terebinthifolius Raddi

29 26,26 Germacreno D 1475 5,446 1484
31 26,513 NI 1479 0,607 1582
32 26,862 NI 1488 0,525
33 26,919 B-Selineno 1489 0,789 1489
34
35 27,294 a-Selineno 1498 2,546 1498
36 27,985 0-Cadineno 1517 0,476 1522
37 28,508 NI 1531 0,019
38 30,259  Oxido de cariofileno 1578 1,127 1582
39 31,232 NI 1604 0,11
40 31,54 y-Eudesmol 1612 0,12 1622
41 32,656 Agarospirol 1642 1,666 1646
42 33,405 Eudesm-7(11)-en-4-ol 1662 0,142 1662
43 34,874 NI 1701 0,4
44 35,326 NI 1714 0,043

TOTAL 100,00%

IRL - indice de Retencéo Linear, NI — N&o Identificado
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Figura 2. Perfil cromatogréafico do 6éleo essencial das folhas secas de Schinis terebinthifolius Raddi.
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Figura 3. Perfil cromatografico do 6leo essencial dos frutos maduros secos de Schinis terebinthifolius Raddi.

Em comparacdo com o presente estudo, podemos citar o trabalho de
Santos et al. (2009) que identificou os compostos sabineno, alfa-pineno,
cariofileno e germacreno-D como principais compostos, em analise quimica
com folhas de Schinus terebinthifolius Raddi.

Santos et al. (2010), destacaram como compostos em maior proporgcao
0S monoterpenos a-3-careno, limoneno e a-felandreno em 6leo essencial dos
frutos maduros de S. terebinthifolius. Gehrke et al. (2008), observaram que os
principais compostos encontrados no Oleo essencial dos frutos de S.
terebinthifolius da regido noroeste do estado do Rio Grande do Sul foram os
monoterpenos, a-3-careno e o0 a-pineno representando aproximadamente 40%
dos constituintes. Affonso et al (2012) identificaram como componentes
principais a-fencheno (20,75%), B-pineno (10,11%), B-mirceno (9,30%), a-
felandreno (14,94%), limoneno (20,81%) e isosylvestrene (13,87%). Alguns

compostos como o B-pineno e o a-felandreno aparecem com porcentagens
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préximas as encontradas no presente trabalho, porém, os outros compostos
encontrados, distanciam-se nos valores percentuais.

Richter et al. (2010), indicou que a-pineno (16,9%), a-felandreno
(21,1%), B-felandreno (10,8%) e limoneno (23,7%) foram os principais
constituintes de frutos de S.terebinthifolius.

Outra analise cromatografica de 6leos essenciais obtidos de frutos da
aroeira encontrou sesquiterpenos, como o B-eudesmol e elemol, sobre os quais
ha relatos de potencial terapéutico contra amnésia induzida por doencas como
0 Alzheimer (MONTANARI, 2010).

Leite et al (2007) avaliou a efetividade de eugenol, B-pineno e a-pineno
em inibir o crescimento de linhagens de bactérias Gram-positivas
potencialmente causadoras de endocardite infecciosa. Eles mostraram a
efetividade destes fitoconstituintes em inibir todas as linhagens bacterianas de
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pneumoniae e S.
pyogenes utilizadas como microrganismos testes, apresentando valores de
CIM entre 2.5 e 40 yL/mL.

A maioria das amostras de 6leo essencial a partir de folhas, flores e/ou
frutos de S.terebinthifolius recolhidos em diferentes locais revelou a-pineno
como o principal componente, em especial naqueles de origem Indiana
(51,82%) (AFFONSO et al, 2012), o que corrobora com nossa pesquisa em
relacdo aos frutos de S. terebinthifolius. Enquanto que em plantas do Egito
destacou-se o a-felandreno (24,2%) (SOUZA, 2012).

Nas atividades antifungicas foi verificado que as linhagens fungicas
avaliadas mostraram-se mais susceptiveis a acao do Oleo essencial dos frutos
maduros e secos da aroeira em relacéo ao 6leo das folhas secas.

A Tabela 3 mostra, com base nos valores das concentragdes inibitérias
minimas (CIM) e fungicidas minimas (CFM) obtidos nos testes de microdiluicdo
(Figura 4), que o 6leo essencial do fruto maduro apresentou atividade contra C.
parapsilosis (ATCC 22019) e seu isolado clinico (CIM de 25mg/ml) e C.
albicans (ATCC 18804) e C. glabrata (ATCC 2001) (CIM 200mg/ml), ndo sendo
ativo frente aos isolados clinicos destas. Em se tratando das cepas padrédo, a
acao fungistatica observada, pode indicar, possivelmente, uma resisténcia
intrinseca, ja que, por estas nao estarem em interacdo constante e direta com o
ambiente, mantém suas caracteristicas genéticas preservadas com

possibilidade extrema de adquirir fatores de resisténcia externos, ou seja, 0
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comportamento das cepas sugere uma resisténcia inerente as leveduras,

também denominada, resisténcia natural.

Em relacdo ao 0leo essencial das folhas secas nao foi observada acao

significativa frente as linhagens em estudo. Em se tratando da acéo fungicida, a

mesma nado foi demonstrada em relacdo aos 6leos essenciais das folhas e

frutos secos de S. terebinthifolius Raddi.

Tabela 3 — Valores de CIM e CFM (0,39 a 400mg/mL) dos Oleos essenciais dos frutos
e folhas de Schinus terebinthifolius Raddi

Espécies de Candida

Oleo essencial Oleo essencial

das folhas secas  dos frutos maduros secos

CIM CFM CIM CFM
C.albicans (ATCC 18804) I I 200 I
Candida glabrata (ATCC 2001) I I 200 I
Candida parapsilosis (ATCC 22019) I I 25 I
C.albicans (isolado clinico) I I I I
Candida glabrata (isolado clinico) I I I I
Candida parapsilosis (isolado clinico) I I 25 I
I=Inativo
(BBEE . -
CRees . -
eEes - - -
L R T
@ - - .
I ! ﬂ -ﬂ.‘ . &=
eeessn= W

Figura 4 — Teste de microdiluicdopara obtencdo das concentracfes inibitorias

minimas (CIM) e fungicidas minimas (CFM).
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Santos et al (2010) em estudos com extratos etandlicos das
sementes de Schinus terebinthifolius em cepas de Candida albicans e Candida
tropicalis demonstrou a nao atividade nas cepas avaliadas, ja o0 extrato das
folnas inibiu significativamente o0 crescimento de Candida albicans
(ATCC18804).

Freires et al (2011) verificaram que as linhagens fungicas de
Candida albicans (ATCC 289065), C. tropicalis (ATCC 40147) e C. krusei
(ATCC 40042) avaliadas, mostraram-se susceptiveis a acdo da tintura da
casca da aroeira.

Catao et al (2012) demonstraram que o tratamento com a tintura da
aroeira foi eficaz no tratamento da estomatite protética, promovendo remisséo
do processo inflamatério e da infeccéo por Candida spp.

Alves et al (2009) avaliaram a ac¢do antimicrobiana in vitro do extrato
hidroalcodlico da aroeira sobre Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis e Lactobacillus casei,
verificando atividades bacteriostatica e bactericida do produto sobre os
microrganismos testados. Além disso, também exerceu agao antifingica sobre
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei.

Além do potencial antifungico, confirmaram, in vitro, as atividades
bacterianas da aroeira frente a Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus,
Streptococcus sanguis e Lactobacillus casei (ALVES et al., 2009)

Degaspari et al (2005) em seu estudo antibacteriano com o extrato
alcoolico obtido a partir dos frutos de Schinus, apresentou efeito inibitério
destes sobre o crescimento de Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, ja o
extrato aquoso ndo apresentou efeito inibitério sobre o crescimento dos
microrganismos testados.

Paulo et al (2009) demonstrou que em estudos cientificos realizados
com a casca do caule deSchinus terebinthifolius foi detectada a presenca de
taninos, que lhe conferem a acdo adstringente, desinfetante e antiinflamatorio.
Paulo et al, 2009 mostra ainda que em estudos preé-clinicos, utilizando o
decocto, ficou comprovado a sua eficacia como protetor gastrico, elevando o
pH do suco gastrico de 5,85 para 6,57. Paulo et al, 2009 afirma que foi

comprovada também, em estudos clinicos a acdo terapéutica em cervicites e
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cérvico-vaginites cronicas, utilizando tampdes intravaginais, em contato com a
cérvix durante 24 horas. Paulo et al, 2009 ainda afirma que o hidrolato de um
preparado medicamentoso, composto por trés plantas, entre elas, o S.
terebinthifolius, mostrou propriedades antiinflamatérias.

Montanari (2010) em estudo com o 6leo essencial das folhas de S.
terebinthifolius, demonstrou que o mesmo possuia atividade moderada para
bactérias Gram positivas (Bacillus cereus e Staphylococcus aureus) e bactérias
Gram negativas (Escherichia coli).

Os ensaios realizados com as folhas e frutos frescos da
S.terebinthifolius, no presente trabalho, por meio da técnica de difuséo em meio
sélido apresentaram resultados significativos comparados aos materiais
botanicos secos (Figura 5).

Figura 5 . Teste de difusdo em meio so6lido das folhas e frutos frescos da S.terebinthifolius

Nestes ensaios foi observada a atividade antiCandida nos testes
feitos com os Oleos das folhas e frutos frescos da S.terebinthifolius em
praticamente todas as cepas testadas, com excecdo da linhagem padrédo de
C.glabatra resistente ao 6leo essencial dos frutos frescos. Os didmetros dos
halos de inibi¢cdo variaram entre 05 a 14 mm para o 6leo das folhas frescas e,
entre 07 a 12 mm, para o 6leo dos frutos frescos (Tabela 4).

Comparando o resultado de atividade antiCandida obtido para o dleo
essencial extraido a partir de material vegetal seco e o 6leo essencial obtido de
material vegetal fresco, foi concluido que o material fresco apresentou
melhores resultados, sendo potencial para testes de CIM posteriores.
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Tabela 4. Diametro dos halos de inibicdo (mm) dos Oleos essenciais de folhas e frutos
frescos de S.terebinthifolius frente as linhagens de Candida estudadas

Cvi Cv4 Ccv8.3 (C.glabatra) (C.albicans) (C.parapsilosis)
(C.glabatra) (C.albicans) (C.parapsilosis) ATCC ATCC ATCC
FOLHAS 07 mm 05 mm 07 mm 07 mm 14 mm 08 mm
FRUTOS 12 mm 07 mm 07 mm Resistente 10 mm 07 mm

Os resultados desta pesquisa propiciam a continuidade dos estudos
sobre S. terebinthifolius, levando-se em consideracdo que nao foram
encontrados estudos sobre a atividade antifingica do 6leo essencial de S.

terebinthifolius relacionados a Candida sp..

4. CONCLUSAO

Comparando o presente trabalho com a literatura, observamos que
muitos dos principais compostos presentes nos 0leos essenciais da S.
terebinthifolius Raddi, sdo os mesmos, tendo uma maior variagdo em seus
teores (%).

Diante destes resultados, foi observado, que a composi¢ao quimica dos
Oleos essenciais de Schinus terebinthifolius Raddi mostrou varia¢des as quais
podem estar relacionados com as estratégias reprodutivas e interacdes
ambientais, as variagbes genéticas dentro das mesmas espécies, época de
coleta, forma de plantio, adubacéo, irrigacéo, idade da planta, processamento
pos-colheita do material vegetal, variacbes geograficas (latitude, longitude e
altitude), assim como os tipos climaticos e do solo, técnicas de extragdo,
variando assim as caracteristicas quimicas dos constituintes ativos.

Em se tratando dos resultados microbiolégicos, este estudo
demonstrou uma maior sensibilidade das C. parapsilosis padrédo (ATCC 22019)
e clinica, C. albicans (ATCC 18804) e C. glabrata (ATCC 2001) frente ao 0leo
essencial dos frutos de S. terebinthifolius Raddi. Com relagcéo ao 6leo essencial
das folhas secas ndo houve nenhuma acado inibitéria contra as linhagens
testadas. Apesar de se ter observado uma acdao inibitéria (acéo fungistatica) do

Oleo essencial dos frutos secos da planta em estudo, ndo houve agéo fungicida
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dos Oleos essenciais dos frutos e folhas secos da Schinus terebinthifolius
Raddi.

Com relagcdo aos testes com as folhas e frutos frescos da S.
terebinthifolius Raddi, a atividade antiCandida foi demonstrada em
praticamente todas as linhagens, salvo, a linhagem padrdo de C. glabatra
resistente ao 6leo essencial dos frutos frescos.

Pode-se concluir que os Oleos essenciais de folhas secas e frutos
maduros secos da Schinus terebinthifolius Raddi ndo apresentam atividade
antiCandida perante as espécies aqui estudadas, porém, o mesmo material
botanico fresco apresenta resultados promissores e abre novas linhas de

pesquisa e continuidade sobre esta planta.
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CAPITULO 1l

Ocimum basilicum L. (cultivar Maria Bonita) - desenvolvimento de um

creme vaginal para tratamento de candidiase

1. Introducao

O género Ocimum, familia Lamiaceae, compreende em torno de
3200 espécies orinarias do sudeste asiatico e da Africa Central que se
adaptaram bem aos solos brasileiros. Pode ser anual ou perene atingindo em
média um metro de altura, sendo cultivado praticamente em todas as regides
do Brasil, principalmente na regido Nordeste (ALVES, 2012). As plantas deste
género apresentam grande diversidade de espécies, sendo conhecidas,
popularmente, como alfavacas e manjericées (VIEIRA, 2009; BLANK et al.,
2004; LORENZI & MATOS, 2002). A nomenclatura botanica correta para as
espécies do género Ocimum € de grande interesse, devido a grande ocorréncia
de polinizagédo cruzada, facilitando hibridagcdes e resultando em um grande
namero de subespécies, variedades e formas.

A cultivar Maria Bonita € proveniente do acesso Pl 197442, oriundo
do Banco de Germoplasma North Central Regional Pl Station, lowa State
University, EUA. E a primeira cultivar de manjericio melhorada e registrada no
Registro Nacional de Cultivares (RNC) pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento no Brasil, e foi obtida a partir do programa de melhoramento
genético da Universidade Federal de Sergipe (BLANK et al., 2007).

O manjericdo (Ocimum basilicum) € uma planta tradicionalmente
utilizada como erva medicinal no tratamento de cefaléia, tosse e diarréia, entre
outros; é também considerado fonte de componentes aromaticos (REIS et al,
2012). A planta inteira de Ocimum basilicum L. tem valor medicinal, embora na
maior parte, as folhas, e as vezes as sementes, sdo usados. As folhas de
Ocimum basilicum L. sdo demonstradas como uma promessa de componentes
biologicamente ativos como repelente de insetos, nematocida, antibacteriana,
antifngica e apresenta propriedades antioxidantes. E também usada como
um agente anti-emético (SAHA et al., 2012).
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O Oleo essencial extraido de véarias partes da planta tem
apresentado atividade antimicrobiana frente a bactérias, (Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus dentre outras) (AQUINO et al, 2010). A
atividade antimicrobiana do Oleo essencial do manjericdo tem sido relatada
como sendo predominantemente associada aos seus constituintes majoritarios,
o metil chavicol e o linalol (MARTINS et al., 2010). Porém, outros estudos
revelam que o sinergismo entre 0s compostos presentes no 6leo essencial de
O. basilicum L. é que é determinante na acdo anti-Candida (SANTOS, 2011).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Botanico

Os exemplares de Ocimum basilicum L. (cultivar Maria Bonita) foram
obtidos na Fazenda Experimental do “Campus Rural da UFS”, localizada no
municipio de Sdo Cristovdo, Sergipe, Brasil (10°55°32"'S, 37°06°08"'W), as
folhas e inflorescéncias foram coletadas em junho de 2009 e colocadas em
estufa (model MA- 037/18) com renovacdo de ar a temperatura de 40°C, por
120 horas até a desidratacédo completa (SANTOS, 2011).

Figura 6. Exemplares de Ocimun basilicum (Maria-bonita) cultivadas no campo rural da
Universidade Federal de Sergipe, municipio de S&o Cristévéo, Sergipe, Brasil.

Fonte: (SANTOS, 2011).
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2.2. Obtencdo dos 6leos essenciais, identificacdo e guantificacdo dos
compostos quimicos

O dleo essencial das folhas secas de Ocimum basilicum L. (cultivar
Maria-Bonita) foi obtido por hidrodestilacdo (por 140 min) em aparelho
Clevenger modificado (EHLERT et al, 2006). O Oleo essencial depois de
extraido foi separado da solu¢do aquosa (hidrolato) e transferido para frasco
ambar, sendo conservado a temperatura de - 20°C até o momento do uso
(SANTOS, 2011).

2.3. Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massa s (CG-EM)

A realizagdo da andlise da composi¢do quimica do 6leo essencial foi
realizada em cromatografo a gas acoplado a um espectrémetro de massas CG-
EM (Shimadzu, modelo QP 5050A), equipado com um autoinjetor AOC-20i
(Shimadzu) e coluna capilar de silica fundida J&W Scientific (5%-fenil-95%-
dimetilpolissiloxano) de 30m x 0.25mm d.i., 0.25 ym de filme; hélio (99.999%)
foi usado como fase movel a uma vazdo constante de 1,2 mL min-1. Um
volume de injecdo de 0.5 pL (em acetato de etila; razdo de split de 1:100); foi
usada temperatura do injetor de 250 °C e temperatura do detector de 280 °C. A
temperatura do forno foi programada iniciando em 50 °C por 1,5 min, seguido
de um aumento de 4°C/min até atingir 200 °C, depois a 10 °C até atingir 250 °C
e mantendo-se constante esta temperatura por 5 min. O espectrometro de
massas usado constituiu-se de analisador de captura idnica operando por
impacto de elétrons a 70 eV; velocidade de varredura 1.000; intervalo de
varredura de 0,50 fragmentos/s e fragmentos registrados na faixa de 40 a 450
Da (SANTOS, 2011).
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2.4. Cromatografia em fase Gasosa — Detector de lon izacdo de Chamas
(CG-DIC)

A quantificacdo dos componentes foi realizada em Cromatografo a
Gas equipado com detector de ionizacdo de Chamas (DIC), usando um
equipamento Shimadzu, modelo GC-17A, nas seguintes condi¢cbes: coluna
capilar de silica fundida ZB-5MS (5%-fenil-95%-dimetilpolissiloxano) com 30m x
0.25mm d.i.,, 0.25 ym de filme, sob as mesmas condicbes do CG-EM. Os
componentes foram expressos por normalizacdo da area (%). Os teores
relativos dos compostos foram calculados a partir da &rea e colocados em
ordem de eluicdo do CG. Os indices de retengcdo experimentais (IR) foram
calculados através de uma série homadloga de hidrocarbonetos lineares (faixa
de nC8 — nC18), aplicando a equacdo de Van den Dool e Kratz (1963). A
identificacdo dos componentes foi entdo realizada através da comparagédo dos
espectros obtidos com os do banco de dados do equipamento (NISTO5,
NIST107 e WILEY8) e pela comparacao dos indices de retencdo com aqueles
da literatura (ADAMS, 2007).

Tabela 5 - Constituintes quimicos do 6Oleo essencial das folhas secas de Ocimum

basilicum obtidos por hidrodestilacdo

N° TR (min) Composto (%) IRR IRR

GC-FID exp.* lit.**
1 8.050 Sabineno 0,21 970 975
2 8.208 B-Pineno 0,44 975 979
3 10.100 1,8 Cineol 4,87 1030 1032
4 12.625 Linalol 72,08 1100 1096
5 16.108 a-Terpineol 0,58 1194 1188
6 18.133 Geraniol 13,00 1249 1252
7 19.350 Acetato de isoborneol 0,27 1282 1285
8 22.633 Acetato degeraniol 2,88 1376 1381
9 23.008 B-Elemeno 0,32 1386 1390
10 24.475 a-trans-Bermagoteno 1,61 1430 1434
11 26.050 Germacreno D 0,80 1477 1485
12 27.075 y-Cadineno 0,60 1509 1513
13 31.067 epi-a-Cadinol 1,85 1638 1640

Total 99,51

*IR exp = Indice de Retencdo experimental. **IR lit =indice de Retenc&o descrito na literatura.
Fonte: (ADAMS, 2007) (SANTOS, 2011).
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2.5. Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos experimentos anti-Candida foram
trés linhagens padréo obtidas da American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, USA) fornecidas pelo INCQS (Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude) e trés pertencentes ao banco de linhagens do
Laboratério de Microbiologia Aplicada da Universidade Federal de Sergipe e
aqui utilizadas em testes anteriores: Candida albicans (ATCC 18804), Candida
parapsilosis (ATCC 22019), Candida glabrata (ATCC 2001), Candida albicans,
Candida parapsilosis e Candida glabrata. As cepas clinicas foram isoladas de
mulheres com candidiase vaginal recorrente, obtidas em estudos anteriores.
Os isolados clinicos foram identificados através de métodos fenotipicos e
moleculares (seminested-PCR) (SANTOS, 2011).

As linhagens foram mantidas em agar Sabouraud dextrose - ASD a
uma temperatura de 4 °C, sendo utilizados para os ensaios repiques de 24
horas em ASD incubados a 35°C. No estudo da atividade antimicrobiana
utilizou-se um inéculo fangico de aproximadamente 10° UFC/mL padronizado
de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland. Utilizou-se
como meio de cultura o Roswell Park Memorial Institute — 1640 (RPMI 1640)
contendo L-glutamina e glicose a 2%; o pH foi ajustado a 7.0 com acido

morfolinepropanosulfonico (MOPS) numa concentracao final <1%.

2.6. Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Fungicida
Minima (CFM)

A determinacdo da CIM para os Oleos essenciais de Ocimum
basilicum (0,78 a 1,56 mg/mL) e seu respectivo composto majoritario: Linalol a
97% (SIGMA) (5.58 a 11.7 mg/mL) foi realizada através de ensaios de
microdiluicio em meio Roswell Park Memorial Institute — 1640 (RPMI 1640)
contendo L-glutamina e glicose a 2%; o pH foi ajustado a 7.0 com &cido
morfolinepropanosulfonico (MOPS). Os ensaios de microdiluicdo foram
realizados de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2008). Para auxiliar na dissolucdo do 6leo essencial foi utilizado o DMSO

(dimetilsulfoxido) numa concentracéo final <1%.
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A CIM foi interpretada como a concentracdo mais baixa capaz de
inibir o crescimento visivel das leveduras em comparagdo com a amostra
controle (sem o agente antimicrobiano).

Para verificar o efeito fungicida dos O6leos essenciais, foram
plagueadas em agar Sabouraud 100 pl das concentracbes que néo
apresentaram nenhum crescimento visivel apos 48h de incubacédo, em seguida,
as placas foram incubadas 37°C por 48h. As concentracbfes que nao
apresentaram crescimento nas placas correspondentes foram consideradas
como fungicidas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e a
média dos valores calculados (SANTOS, 2011).

2.7. Producédo de um creme vaginal anti Candida a partir do dleo essencial

extraido do Ocimum basilicum

Composicdo do creme nao ibnico : Cera Polawax® (18%),
propilenoglicol (5%), EDTA (0,1%), metilparabeno (0,2%), propilparabeno
(0,15%), butilhidroxitolueno (BHT) (0,05%), Crodalan L.A. (4%) e agua
destilada(qg.s.p. 100 %).

Os cremes foram preparados em concentracbes de 0,5%, 1% e
2,5% de o6leo essencial das folhas do Ocimum basilicum.

Modo de preparo :

Os componentes da fase 1 foram pesados: Metilparabeno
(Nipagin®), Propilenoglicol e agua destilada e levados ao aquecimento até
70°C até a completa uniformizagdo dos componentes.

Os componentes da fase 2 foram pesados: Cera Polawax®, EDTA,
BHT, Propilparabeno (Nipazol®) e Crodalan e levados ao aquecimento até total
dissolucéo a 70°C, em seguida verter a fase aquosa na oleosa, de forma lenta,
homogeneizar e levar para aquecimento por mais 5 minutos, homogeneizando.
Depois, retirar do aquecimento e resfriar, a temperatura controlada (20°C -
25°C), sob agitagcdo constante, adicionar o 6leo essencial de Ocimum basilicum

na temperatura de aproximadamente 30° C.
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As amostras com 10g de cada formulag&o foram acondicionadas em
recipientes fechados, opacos, e, colocadas em diferentes condicbes de

armazenamento.

2.8. Avaliacdo das caracteristicas organolépticas e da estabilidade do

creme vaginal

2.8.1. Estudos de estabilidade da formulacao

A estabilidade é definida como o tempo durante o qual a
especialidade farmacéutica ou mesmo a matéria prima considerada
isoladamente, mantém dentro dos limites especificados e durante todo o
periodo de estocagem e uso, as mesmas condicbes e caracteristicas que
possuia quando da época de sua fabricacdo (SILVA et al, 2009).

Os estudos de estabilidade tém por objetivo gerar evidéncias sobre
como varia a qualidade de um farmaco ou de um medicamento em funcéo do
tempo, diante de uma série de fatores ambientais, como temperatura, umidade
e luz. As informagBes obtidas também orientam sobre o prazo de validade do
medicamento e as condi¢des de armazenamento (FORMULARIO NACIONAL
DA FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2011).

Diversos fatores podem influenciar na estabilidade das formulacoes.
Os fatores extrinsecos ou externos considerados no estudo da estabilidade
sdo: processos de envelhecimento que ocorrem em consequéncia do tempo,
temperatura de armazenamento e de exposicdo a luz (fotosensibilidade dos
componentes), oxigénio (geracdo de radicais livres e reacdes de oxi-reducao),
umidade, além do material de acondicionamento, contaminagdo microbiologica
e vibracao relacionada ao transporte (LARENTES, 2009).

As amostras de creme vaginal com O6leo essencial de Ocimum
basilicum foram armazenadas em recipientes plasticos, opacos, sob trés
condi¢cbes distintas: condi¢cdes de temperatura controlada (20° C - 25° C),
refrigerador (5° C) e estufa (45° C) com temperatura controlada. Os testes para
analise foram realizados nos tempos 0, 15, 30 e 60 dias (FRIEDRICH et al,
2007).
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2.8.2. Avaliacdo das Caracteristicas Organolépticas

Para avaliar a estabilidade da formulacdo foram analisados parametros
organolépticos do creme vaginal por meio de metodologia de avaliacdo da
estabilidade preliminar apresentada pelo Guia de Estabilidade de Produtos
Cosméticos (ANVISA, 2004; ANVISA, 2007).

Os testes de estabilidade representam uma etapa crucial na producéo
de produtos farmacéuticos, uma vez que a instabilidade de uma formulag&o
modifica seus trés requisitos essenciais, que S&o0 seguranca, qualidade e
eficacia.

As amostras do creme vaginal em estudo foram analisadas, levando-
se em consideracdo as caracteristicas organolépticas, por meio de
visualizagéo, considerando qualquer alteracdo de coloragéo, odor ou sinal de
separacdo de fases. Para andlise dos resultados, foram utilizados critérios
apresentados no Quadrol, adaptado por Buhler & Ferreira (2008) (SOUZA e
FERREIRA, 2010).

Quadro 1 - Teste de caracteristicas organolépticas

N Normal
LMA Leve Modificacéo da
Aparéncia
LMC Leve Modificacédo da
Cor
LMO Leve Modificacdo do
Odor
MA Modificacédo da
Aparéncia
MC Modificacédo da Cor
MO Modificacdo do Odor
IMA Intensamente
Modificada da
Aparéncia
IMC Intensamente
Modificada da Cor
IMO Intensamente
Modificada do Odor

Fonte : Biihler & Ferreira (2008)
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2.9. Determinacao da Atividade Anti Candida in vitro

2.9.12. Técnica de perfuracéo de pogos

A determinacdo da atividade antimicrobiana de farmacos € uma analise
microbiolégica in vitro essencial na avaliacdo da qualidade de medicamentos
antimicrobianos produzidos pelas industrias farmacéuticas. A Farmacopéia
Brasileira IV (1988) recomenda o0s ensaios microbioldgicos por difusdo em agar
e turbidimetria como adequados para a avaliagdo da atividade antimicrobiana
quantitativa de antibidticos. A Farmacopéia Brasileira, 42 edi¢cao (1988) também
normatiza os principais parametros de andlise aos diversos antimicrobianos,
descritos em monografias. Para a difusdo dos farmacos em &gar, indica a
perfuracdo de pocos, cilindros de aco inoxidavel ou porcelana e discos de
papel (VITAL et al, 2004). A atividade antimicrobiana foi avaliada através da
técnica de difusdo em meio solido pelo método de perfuracdo de pocos.

Os testes de atividade antimicrobiana dos cremes vaginais, em trés
concentracdes distintas (0,5%, 1,0% e 2,5%) foram testados em comparacao a
um antibiotico sintético encontrado no mercado, e que, no Brasil tem sido
utilizado como primeira alternativa no tratamento de CV, a nistatina (creme
vaginal), contudo, séo poucas as publicacdes sobre os resultados in vitro desta
droga (SANTOS, 2011). Todos os testes foram feitos em triplicata

Com o auxilio de ponteiras estéreis, foram realizadas no Agar, ja
com 0s microrganismos semeados, cavidades (pocos) de 6 mm de diametro,
onde foram depositados 0,3g do creme vaginal em suas diferentes
concentracbes (0,5%, 1% e 2,5%) (Figura 7) e 0,3g de Nistatina (creme
vaginal) como controle positivo. Em seguida, a placa foi incubada por 24h a
37°C. Apés este periodo, com o auxilio de um paquimetro manual, foram
procedidas as leituras dos halos de inibicdo (mm), e a atividade antimicrobiana
de cada produto avaliado foi positiva, quando a média dos halos de inibi¢ao foi
igual ou superior a 10mm (Técnica adaptada de CAVALCANTE, 2010).
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Figura 7 . Técnica do pogo. A. Preparacéo das placas com o creme vaginal.
B. Ag&o do creme vaginal com demonstragdo dos halos de inibi¢cdo contra as Candidas apés 24h a
37°C.

3. RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO

Os valores das concentracdes inibitérias minimas (CIM) do Oleo
essencial de Ocimum basilicum (Maria-Bonita) foram entre 0,78 a 1,56 mg/ml.
As linhagens padréo C. albicans (ATCC 18804), C. glabrata e C. parapsilosis
(ATCC 22019) e o isolado clinico de C. albicans apresentaram CIM de
0,78mg/ml e os isolados clinicos C. glabrata e C. parapsilosis apresentaram
valor de CIM de 1,56 mg/ml (SANTOS, 2011). Em comparagdo aos dados
encontrados neste estudo e os obtidos por Hussain et al. (2008) testando os
Oleos essenciais de O. basilicum ricos em linalol, as CIMs apresentadas aqui
demonstraram uma forte atividade antiCandida do Oleo essencial de O.
basilicum (cultivar Maria Bonita) (SANTOS, 2011).

Diante das ac¢fes antiCandida do 6leo essencial, foi produzido um
creme vaginal com o 6leo das folhas do Ocimum basilicum (Maria-bonita) em
concentragbes de 0,5%, 1% e 2,5%. O creme apresenta-se de cor branca
(Figura 8), odor caracteristico, consisténcia adequada para a formulacao e facil
espalhabilidade.
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Figura 8 . Amostras do creme vaginal com concentracdes de 0,5%, 1%, 2,5% e amostra controle

As amostras do creme vaginal testadas foram observadas e
avaliadas durante um periodo de armazenamento de 60 dias e, de acordo com
os resultados observados na Tabela 5, todas as amostras acondicionadas na
geladeira (5° C) nao sofreram modificacbes em relacdo a cor, odor e aparéncia.
As amostras que permaneceram em condicdes de temperatura controlada (20°
C — 25° C) também nao tiveram mudancas na cor, aparéncia e odor. Em se
tratando das amostras dos cremes expostas a temperatura de 45° C, a
aparéncia (textura) dos mesmos, apresentaram modificacdes leves a partir do
15° dia, caracterizadas pelo leve endurecimento da superficie dos mesmos,
intensificando-se no 30° dia e permanecendo estavel até o 60° dia, também foi
observada diminuicdo do brilho do creme, corroborando com Balbino (2012) em
avaliacdo de estabilidade fisico-quimica de emulsfes, na qual observou que a
exposicao a elevadas temperaturas, as mesmas demonstraram diminuicdo do
brilho e alteragdo significativa da cor das formulacdes, fato que nao foi
observado nas amostras estudadas no creme de O. basilicum. As leves
modificacdes apresentadas pelo endurecimento da superficie dos mesmos a
partir do 15° dia resultaram da perda dos componentes hidrofilicos por
evaporacdo durante o aquecimento, o que se da de forma mais intensa na
superficie, aumentando, com isso, a concentragdo dos componentes menos

volateis, geralmente mais consistentes.
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Apesar dos cremes possuirem umectante na férmula
(propilenoglicol), provavelmente, as suas concentragcdes nao foram suficientes
para evitar a perda de agua por evaporacao na temperatura avaliada (SOUZA
& FERREIRA, 2010).

Friedrichet et al, (2007) n&o evidenciaram em amostras de cremes
ndo-ibnicos, alteragcbes de cor e odor quando estas foram submetidas a
temperatura ambiente, geladeira ou estufa durante o periodo de analise.

Possivelmente, a ndo alteracdo no odor dos cremes vaginais em
estudo foi devido a presenca do antioxidante (BHT) na formulacdo. Souza e
Ferreira (2010), em um estudo sobre o desenvolvimento de estabilidade de
cremes e geéis contendo sementes e extratos do bagaco da uva Isabel,
demonstraram que as alteracdes ocorridas no odor das amostras dos geéis
produzidos, coincidiram com a auséncia de antioxidantes na formulacéo,
sugerindo que os odores apresentados eram resultados de reacdes de
oxidacao.

Os testes de estabilidade realizados neste trabalho demonstraram que a
formulacdo contendo Ocimum basilicum é estavel por pelo menos 60 dias em
temperatura controlada, preservando as caracteristicas inicias. Entretanto, é
necessario que o prazo de validade e outros testes de estabilidade como
analise da densidade ao longo do tempo sejam determinados, a fim de se

alcancar uma melhor qualidade e seguranca no uso desta formulagéo.

Tabela 6 — Resultados dos testes de estabilidade organolépticos e fisico-quimicos
(cor, odor, aparéncia - temperatura) das amostras de creme vaginal analisadas
durante o periodo de 60 dias.

5°C Condicdes de Temperatura 45°C
Controlada 20°C-25°C
Dias 015 30 60 015 30 60 0 15 30 60
CSo N NNN NNNN N LMAS LMAS LMAS
C 0,5% N NNN N NNN N LMAS LMAS LMA®
C 1,0% N NNN N NNN N LMAS LMAS LMA®

C 2,5% N NNN N NNN N LMAS LMAS LMA®

CSO = Creme sem 6leo essencial de Ocimum basilicum, C 0,5% = Creme com 0,5% de 6leo essencial de
Ocimum basilicum, C 1,0% = Creme com 1,0% de 6leo essencial de Ocimum basilicum; C 2,5% =
Cremecom 2,5% de 6leo essencial de Ocimum basilicum; N = Normal, LMO = Leve Modificagdo do Odor,

LMA = Leve Modificacdo na Aparéncia, MC = modificacédo da cor. s = Endurecimento da Superficie.
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Avaliando os resultados dos testes da técnica de perfuracdo de pocgos,
observamos que, os cremes vaginais testados em suas distintas concentracdes
(0,5%, 1,0% e 2,5%) apresentaram atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos testados (Figura 9), e, halos de inibicdo que variaram entre 12
a 22 mm de acordo com as linhagens testadas e a comparagdo com a
referéncia nistatina como controle positivo, corroboraram com tais resultados,

conforme dados da Tabela 7.

Tabela 7. Diametro dos halos de inibicdo (mm) do creme vaginal de Ocimum basilicum
frente as linhagens de Candida estudadas

Concentracdes Ccvl Cv4 Cv8.3 (C.glabatra) (C. albicans) (C. parapsilosis)
ControI/e (C.glabatra) (C. albicans) (C. parapsilosis) ATCC ATCC ATCC
0,5% 14 mm 13 mm 17 mm 12 mm 15 mm 16 mm
1,0% 16 mm 14 mm 18 mm 14 mm 18 mm 19 mm
2,5% 18 mm 15 mm 18 mm 14 mm 18 mm 22 mm
Nistatina 13 mm 13 mm 16 mm 20 mm 17 mm 27 mm

Em se tratando das espécies de Candida isoladas de pacientes com
Candidiase vaginal recorrente (C. glabatra, C. albicans e C. parapsilosis) frente
ao creme vaginal de Ocimum basilicum em suas diferentes concentracdes
(0,5%, 1,0% e 2,5%) e o creme vaginal de nistatina, percebeu-se que, as
linhagens clinicas obtiveram halos de inibicdo variando entre 13 a 18 mm e
entre 13 a 16 mm, respectivamente. Quando o creme vaginal de Ocimum
basilicum foi confrontado com o creme vaginal de referéncia (Nistatina), o
mesmo apresentou resultados similares e/ou superiores a nistatina,
corroborando com os efeitos antiCandida em todas as suas concentracdes
(Figura 8) observados para o creme desenvolvido neste trabalho .

Em comparacdo com as linhagens padrdo (ATCC), a linhagem de C.
albicans frente ao creme vaginal de O. basilicum nas concentra¢cdes de 1,0% e
2,5% apresentou também efeito superior a nistatina com halos de 18 mm, a
qual apresentou halo de inibicdo de 17 mm. Efeito inverso aconteceu nos
ensaios entre as linhagens padrao de C. glabatra e C. parapsilosis (ATCC) em
comparacao com as linhagens clinicas, onde, os valores dos halos de inibicéo
do creme vaginal de Ocimum basilicum, apesar de corroborar com suas acdes

antiCandida, o controle positivo (nistatina) apresentou halos de inibicdo que
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variaram entre 20 a 27 mm e os do creme de O. basilicum apresentaram halos

de inibicdo entre 12 a 22 mm.

Figura 9. Halos de inibicdo (mm) do creme vaginal de Ocimum basilicum frente as cepas de Candida
estudadas

Os resultados apresentados no presente estudo apontam para o
potencial de utilizacado do creme vaginal de Ocimum basilicum no tratamento de
candidiase vaginal, tendo em vista que o tratamento dos casos de vaginites
com os antifingicos disponiveis ndo € sempre efetivo, pois, produzem

recorréncia.

4. CONCLUSAO

As investigacbes de bioprospeccdo que sdo classificadas como
etnofarmacolodgicas e etnoboténicas tém sido reconhecidas por cientistas em
todo o mundo, como a principal estratégia para a selecao de plantas medicinais
(CAVALCANTE, 2010).

> O ¢6leo essencial de Ocimum basilicum (cultivar Maria-Bonita)
inibiu o crescimento de todas as linhagens de Candidas testadas, sejam, as
linhagens padrao, ou, os isolados clinicos. O 6leo essencial da mesma,
apresentou CIM com valores entre 0,78 mg/ml a 1,56 mg/ml. Com estes dados

foi produzido seu creme vaginal.
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> Os estudos de estabilidade do creme vaginal de Ocimum
basilicum e as caracteristicas organolépticas avaliadas deste creme em suas
diversas concentracdes (0,5%, 1,0% e 2,5%) foram satisfatorios de acordo com

0s padrdes adotados.

> Os testes de atividade antiCandida do creme vaginal de Ocimum
basilicum, em trés concentragbes distintas (0,5%, 1,0% e 2,5%) em
comparagcdo com um creme vaginal de nistatina como controle positivo para
linhagens isoladas clinicamente de pacientes com candidiase vaginal

recorrente, apresentaram atividade comprovada.

Em anexo encontram-se a tabela de busca de anterioridade e patente
(relatorio descritivo) de uma formulagdo de creme vaginal para tratamento de

candidiase a base de 6leo essencial de Ocimum basilicum L..
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5. ANEXO

5.1. Planilha de escopo de busca de anterioridade

Tabela 8 - Planilha de escopo de busca de anterioridade

PC1/Classificacdo PC2 PC3 Base de Dados Qtde Observacgéao
- - INPI 340 -

Creme

Creme vaginal - INPI 01 Preparacgéo, forma
farmacéutica

A61K9/02 - 37 Pesquisa por

classificacéo — forma

farmacéutica

Oleo Essencial - INPI 24 -

Candida INPI 17 -

Ocimum - - INPI 00 -

Ocimum basilicum - INPI 00 -

Ocimum - - ESPACENET 151 -

Ocimum - - ESPACENET 14 Busca avancada

Ocimum basilicum - ESPACENET 75 -

Cream - - ESPACENET 39014 -

Vaginal cream - - ESPACENET 118 -

Ocimum - - USPTO 282 -

Ocimum basilicum - USPTO 127 -

Vaginal cream - - USPTO 5832 -

PC: Palavra-chave
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5.2. Relatoério Descritivo da Patente

FORMULACAO DE CREME VAGINAL PARA TRATAMENTO DE

CANDIDIASE A BASE DE OLEO ESSENCIAL DE OCIMUM BASILICUM L.

A presente invencao refere-se a formulacdo de um creme vaginal
para tratamento de candidiase contendo Oleo essencial de Ocimum basilicum
L. como constituinte Unico ou misturado com outros Oleos essenciais ou
isoladamente o Linalol que é um de seus componentes majoritarios.

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) € originario do Sudoeste da
Asia e Africa Central e de ocorréncia subespontanea no Brasil (Blank, A.F.;
Souza, E.M.; Arrigoni-Blank, M.F.; Paula, JW.A.; Alves, P.B. Maria Bonita:
cultivar de manjericao tipo linalol. Pesquisa Agropecuaria Brasileira , v. 42, n.
12, p. 1811-1813, 2007).

O género Ocimum esta representado por mais de 150 espécies e
tem uma distribuicdo geografica por todas as regibes de clima tropical e
subtropical (Brito, A.C.; Souza, J.D.; Reboucas, T.N.H.; Amaral, C.L.F.
Propriedades do pélen e do estigma de Ocimum basilicum L. (cultivar Maria
Bonita) para aumentar a eficiéncia de cruzamentos em programas de
melhoramento. Revista Brasileira Plantas Medicinais , v.12, n.2, p.208-214,
2010).A depender do local em que é cultivado, o Ocimum basilicum podera ser
uma planta anual ou perene (Blank, A.F.; Carvalho Filho, J.L.S.; Santos Neto,
A.L.; Alves, P.B.; Arrigoni-Blank, M.F.; Silva-Mann, R.; Mendong¢a, M.C.
Caracterizacdo morfoldgica e agronbmica de acessos de manjericdo e
alfavaca. Horticultura Brasileira , Brasilia, v.22, n.1, p. 113-116, 2004.). O
género Ocimum, da familia Lamiaceae, € uma importante fonte de Oleos
essenciais, tendo uso na medicina popularmente em todos 0s continentes.
Compreendem aproximadamente trinta espécies de ervas e subarbustos
dispersos das regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Américas Central

e do Sul, sendo a Africa considerada o principal centro de diversidade deste
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género (Pereira, R.C.A. e Moreira, A.L.M. Manjericao: cultivo e utilizacdo -
Fortaleza: Embrapa Agroindustria Tropical, 31 p. il, 2011).

Na medicina popular, as espécies de manjericdo sédo indicadas como
estimulante digestivo, antiespasmodico, gastrico, galactagogo, béquico,
carminativo (Sajjadi, Analysis of the essential oil of two cultivated basil (Ocimum
basilicum) from Iran. Daru, Iran, v. 14, n.3, p.128-130, 2006).

Estudos tém demonstrado seu grande potencial antimicrobiano e
antioxidante (Sartoratto, A.; Machado, A.L.M.; Delarmelina, C.; Figueira, G.M;
Duarte, M.C.T; Rehder, V.L.G. Composition and antimicrobial activity of
essential oils from aromatic plants used in Brazil. Brazilian Journal of
Microbiology, Séao Paulo,v.35, p.275-280, 2004; Politeo, O; Jukic, M; Milos, M.
Chemical composition and antioxidant capacity of free volatile aglycones from
basil (Ocimum basilicum L.) compared with its essential oil. Food Chemistry ,
Oxford,v.101, n.1, p. 379-385, 2007).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial do manjericdo tem sido
relatada como sendo predominantemente associada ao seu constituinte
majoritario, o linalol (Martins, A.G.L.A; Nascimento, A.R; Filho, J.E.M; Filho,
N.E.M; Souza, A.G; Aragao, N.E; Silva, D.S.V. Antibacterial activity of essential
basil oil against serogroups of enteropathogenic Escherichia coli isolated from
lettuce. Ciéncia Rural , v.40, n.8, 2010). Porém, outros estudos revelam que o
sinergismo entre os compostos presentes no 0leo essencial de O. basilicum L.
é que foi determinante na acdo anti-Candida (Santos, P. O. Caracterizagédo
fisiologica e molecular de Candida albicans envolvidas em casos de candidiase
vaginal e prospeccéo de 6leos essenciais anti-Candida. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) Universidade federal de Sergipe, 2011).

O principal agente das candidiases € a Candida albicans. A maioria
dos estudos mostra que esta espécie constitui 60% dos isolados de amostras
clinicas. Uma vez que esta levedura faz parte da microbiota humana, ela é
considerada uma micose oportunista. Entretanto, existem outras espécies de
interesse clinico que séo: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata,
C. krusei, C. guilliermondii e C. lusitaniae (Barbedo, Leonardo S.; Sgarbi, Diana
B.G.Candidiase. DST - Jornal Brasileiro de Doencas Sexualmente
Transmissiveis , v.22, p.22-38 ISSN on-line: (2177-8264, 2010). O género
Candida é composto por fungos leveduriformes hialinos, taxonomicamente

enquadrados no grupo dos ascomicetos (Sidrim e Rocha, Micologia Médica a
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Luz de Autores Contemporaneos , Rio de Janeiro; Guanabara Koogan, 2004).
As leveduras do género Candida, em particular a C. albicans, sdo patdégenos
oportunistas freqientemente isolados das superficies mucosas de individuos
normais. Estdo muito bem adaptadas ao corpo humano, por isso podem
coloniza-lo sem produzir sinais de doenga em condi¢cdes de normalidade
fisiolégica (Alvares, C. A; Svidzinski, T.I.E; Consolaro, M.E. Candidiase
vulvovaginal: fatores predisponentes do hospedeiro e viruléncia das
leveduras.Jornal Brasileiro de Patologia Médica Laboratorial , V.43, n. 5, p.
319-327, 2007). Candida albicans é uma levedura diploide com histéria de
dimorfismo fungico invertido, enquanto outros fungos se encontram na natureza
na fase miceliana e causam doencas no homem na fase leveduriforme, sendo
qgue a C. albicans comporta-se de modo contrario (Barbedo, Leonardo S.;
Sgarbi, Diana B.G.Candidiase. DST - Jornal Brasileiro de Doencas
Sexualmente Transmissiveis , v.22, p.22-38 ISSN on-line: 2177-8264, 2010).

Espécies de Candida residem como comensais, fazendo parte da
microbiota normal dos individuos sadios. Todavia, quando ha uma ruptura no
balanco normal da microbiota ou o sistema imune do hospedeiro encontra-se
comprometido, as espécies do género Candida tendem a manifestacdes
agressivas, tornando-se patogénicas (Barbedo, Leonardo S.; Sgarbi, Diana
B.G.Candidiase). DST - Jornal Brasileiro de Doencas Sexualmente
Transmissiveis , v.22, p.22-38 ISSN on-line: (2177-8264, 2010). A candidiase
vaginal (CV) continua sendo extremamente comum, uma vez que quase todas
as mulheres experimentam esse desagradavel quadro genital pelo menos uma
vez em algum momento de suas vidas (Rosa, M.l.; Rumel, D. Fatores
Associados a Candidiase Vulvovaginal: Estudo Exploratério. Revista
Brasileira de Ginecologia e Obstetricia - v. 26, n°® 1, 2004).

Uma grande quantidade de farmacos obtida através da sintese
organica tem sido utilizada no tratamento de infec¢cdes micoticas (Redo, M.C;
Rios J.L; Villar, A. A review of some antimicrobial compounds isolated from
medicinal plants reported in the literature 1978-1988. Phytotherapic Research
v.3, p.117-125, 1989). Os antisépticos como tintura de iodo, violeta de
genciana, acido salicilico e benzbico, derivados sulfamidicos, corantes,
quinonas, antifangicos poliénicos (e.g. nistatina, anfotericina) tém sido
amplamente utilizados na terapia antimicotica (Crissey, J. T., Lang, H., Paris, L.

C. Manual of medical mycology. Blackwell Science , p. 106-110, 1995).
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Ainda, faz-se uso dos chamados antifUngicos modernos, a citar os
azois (cetoconazol, econozal, sulconazol, miconazol, clotrimazol, fluconazol),
alilaminas (naftina, terbinafina), hidroxipiridona, morfolina, compostos de
selenium e anfotericina B lipossémica (Redo, M.C; Rios J.L; Villar, A. A review
of some antimicrobial compounds isolated from medicinal plants reported in the
literature 1978-1988. Phytotherapy Research , v.3, p.117-125, 1989). Com
frequéncia, as infec¢des fungicas sdo de dificil tratamento, fato intrinsecamente
relacionado a aquisicdo por parte de seus agentes etiologicos de resisténcia
frente a acdo de antifungicos (Lima, I. O; Oliveira, R.A.G; Lima, E.O; Farias,
N.M.P; Souza, E.L. Atividade antifingica de 6leos essenciais sobre espécies de
Candida. Brazilian Journal of Pharmacognosy, V.16, p.197-201, 2006).

A resisténcia aos antifungicos tem representado um grande desafio
para clinica médica em decorréncia das dificuldades observadas no tratamento
da candidiase. Este aumento de resisténcia pode ser decorrente ao uso de
terapias seletivas com doses inadequadas ou devido ao uso crescente de
farmacos na profilaxia de infec¢des fungicas. Para combater microrganismos
resistentes no século XXI, os esfor¢cos de pesquisa tém se voltado na busca de
novos farmacos, sendo o0s produtos naturais, uma alternativa viavel e
possivelmente sustentavel, quando comparados aos sintéticos.

Nesse contexto, a fitoterapia pode ser uma ferramenta importante
como terapia alternativa para o tratamento da Candidiase e em especial as
Candidas que causam vaginites. Com o intuito de produzir um produto com
menos efeitos colaterais e menor nivel de resisténcia aos microrganismos que
os habitualmente usados comercialmente, desenvolveu-se a presente invencao
gue apresenta vantagem sobre os produtos ora no mercado, promovendo
avangos na area da etnobotanica, farmacologia, microbiologia, fitoterapia,
ginecologia e saude publica, além do impacto social que podera ser de grande
relevancia para a melhoria da qualidade de saude da populagcédo, além da
possibilidade de geracéo de renda para o cultivo desta planta.

Algumas patentes de invengdo na area clinica demonstram maior
interesse no estudo da composi¢cdo do creme vaginal como é o caso da
P10404688-9 que se refere a uma composicdo para tratamento vaginal,
podendo ser introduzida em forma de um Ovulo, de um creme ou de um

ungiento, ou com o tampdao, diretamente na vagina, ou sobre um forro de
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calcinha diante da vagina. Além disso, a invencdo refere-se a um bastonete
para uretra com uma composi¢ao para tratamento vaginal correspondente.

Além de invencbes com cremes vaginais para o tratamento de
doencas vulvovaginites, existem patentes que apresentam estudos com geéis
vaginais como visto na PI0904121-4 que esta representado por uma solucao
inventiva com objetivo de promover um eficaz efeito antiinflamatoério contendo
extratos tipificados de propolis e pode ser usado em portadoras de cervicite
grau inflamatorio Il. Na PI0609104-0 que visa a Composicoes de gel lubrificante
fabricadas com polimeros sollveis em agua e agua destilada podem evitar ndo
somente a gravidez, mas também doencas sexualmente transmissiveis (DST)
inclusive AIDS devido a suas fungbes como paredes bloqueadoras fisicas e
espermicidas.

Na patente de invencdo PI9006793 o objetivo principal foi de
preparar uma forma farmacéutica para o tratamento intravaginal de vaginose
e/ou tricomoniase bacteriana com formula¢cdes metronidazola amortecida para
o pH vaginal. Outras invencdes como a PI11005319-0 podem ser vistas na
literatura onde buscam a salude da vagina compreendendo também um
cuidado com os aplicadores a ser utilizados. Em outra invencao depositada na
Franca a Pl0915829-4, encontra-se um estudo de composi¢cdes que tem o
objetivo de promover o desenvolvimento e crescimento de uma
microflora vaginal benéfica.

A P1 0706925-1 depositada nos Estados Unidos teve como objetivo
principal a composicdo farmacéutica para administracdo vaginal em um
individuo e método para tratar sintomas urogenitais de vaginite atrofica. Esta
invencdo refere-se a um método e a uma composi¢cdo farmacéutica util no
tratamento de uma condicao responsiva a terapia de reposicado hormonal, onde
esta relacionada ao tratamento de longa duracdo dos sintomas associados com
a vaginite atrofica.

A P10620908-4 consiste na composicao farmacéutica, sistema de
distribuicdo antibacteriana e antifungica vaginal e uso da composi¢ao
farmacéutica. Esta composigcédo farmacéutica compreende (a) metronidazol em
uma quantidade antibactericamente efetiva; e (b) um agente antifingico em
uma quantidade antifungicamente efetiva, compreendendo ilustrativamente
butoconazol ou um sal ou éster farmaceuticamente aceitavel do mesmo. A

composicdo é adaptada para aplicacdo em uma quantidade de dose unitaria a
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uma superficie vulvovaginal e tem pelo menos uma fase interna néo lipolde e
pelo menos uma fase externa lipélde que é bioadesiva a superficie
vulvovaginal. Ja na patente de invencédo Pl10620907-6, o objetivo principal foi
elaborar uma composicédo farmacéutica compreende um primeiro agente ativo
(por exemplo, agente antibacteriano) e um segundo agente ativo (por exemplo,
agente anti-fungico), e compreende um componente que é adaptado para
bioaderéncia a uma superficie vulvovaginal. A composicdo proporciona
liberacdo diferencial dos agentes ativos nesta superficie, em que o segundo
agente ativo exibe um perfil de liberacdo que é substancialmente retardado,
prolongado e/ou invertido em relacao ao perfil de liberacdo do primeiro agente

ativo.

Esta patente tem a vantagem de inventar um creme vaginal
contendo em sua composic¢ao o 6leo essencial de Ocimum basilicum L. de uma
varidade conhecida como Maria Bonita ou podendo utilizar outras variedades
em sua composi¢ao, assim como outros compostos. A composicao desta nova
forma farmacéutica apresenta-se inovadora por conter um componente quimico
(Linalol) sendo o composto majoritario em maior quantidade nessa variedade.
O creme vaginal desenvolvido apresentou excelente atividade antifingica

frente a cepas do género Candida.

Deve ser entendido que mencdo a candida, na presente invengéo,
refere-se as leveduras do Género Candida, da familia Saccharomycetaceae, e
em suas diferentes morfologias, podendo ser leveduras, pseudo-hifas, hifas. A
determinacao da acao antiCandida de Ocimum basilicumL. e do linalol para a
preparacao de tal formulacao, foi determinada anteriormente através de testes
com o0 Oleo essencial obtido por hidrodestilacdo, e, posteriormente, testadas
suas concentrac¢des inibitéria minima (CIM) e fungicida minima (CFM) frente
aos isolados de Candida, bem como, as analises das cinéticas de morte das

leveduras.

A formulagdo da invencédo se apresenta de forma adequada, na
forma de creme vaginal, de aplicagéo topica, com propriedades terapéuticas,
destinada ao tratamento da candidiase vaginal. Na preparacdo de tal
formulacdo, adjuvantes e excipientes conhecidos podem ser utilizados, por
exemplo, antioxidantes e conservantes, além da base cera para dar forma e
consisténcia ao creme vaginal, favorecendo uma maior permanéncia do 6leo
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essencial e maior duracdo do efeito anti-candida. As bases em cremes néo
ionicos, utilizadas neste estudo, foram escolhidas em funcdo da boa

espalhabilidade, boa permeacéo de ativos e baixa oleosidade.

Dentro de concretizacdes especificas a formulacéo anti-Candida da
invencao pode conter entre 0,25% a 5,00% do 6leo essencial bruto de Ocimum
basilicum L. cujo composto majoritario € o Linalol. O creme vaginal com 6leo
essencial de Ocimum basilicum L. em diversas concentracdes mostraram-se
eficientes como anti-candida, particularmente quanto as Candidas que causam
vaginites.

A formulacdo utilizada nesta patente de invencao foi de um creme
vaginal que tem por base 6leo essencial de Ocimum basilicum L. em
concentracbes de 0,25% a 5,00%. Essas formulacbes foram submetidas a
testes em triplicatas com as seguintes espécies de candida: Candida albicans
(ATCC 18804), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida glabrata (ATCC
2001), e os isolados clinicos Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida
glabrata, tendo apresentado resultados satisfatérios.

A determinagcdo da atividade antimicrobiana do farmaco (creme
vaginal) é uma analise microbiologica in vitro essencial na avaliacdo da
qualidade de medicamentos antimicrobianos. A Farmacopéia Brasileira 1V
(1988) recomenda o0s ensaios microbioldgicos por difusdo em agar e
turbidimetria como adequados para a avaliacdo da atividade antimicrobiana
guantitativa de antibioticos.

Entretanto, a técnica de difusdo em Agar (Bauer, A.W; Perry, M.B;
Kirby, W.M.M. Antibiotic Susceptibility testing by a Standardinzed single disk
method. American Jounal Clinical Pathology. v.45, p. 493-496,1966) é um dos
métodos mais utilizados em laboratérios de controle de qualidade
microbiolégico. Dentre varios parametros considerados, o meio de cultura, o
inéculo do microrganismo, a difusdo do farmaco, as condi¢des de incubacéo e
os critérios de leitura sdo fundamentais para a confiabilidade do método (Vital,
T.M; Reis, C.; Garcia-Zapata, M.T.A; Cunha, L.C. estudo comparativo de duas
técnicas farmacopéicas de avaliacdo da atividade antimicrobiana dos farmacos:
nistatina, eritromicina, neomicina e gentamicina. Revista Brazilian Journal of

Pharmaceutical Sciences . vol. 40, n. 2, 2004).
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A Farmacopéia Brasileira, 42 edicdo (1988) também normatiza os
principais parametros de andlise aos diversos antimicrobianos, descritos em
monografias. Para a difusdo dos farmacos em &gar, indica a perfuracdo de
pocos, cilindros de aco inoxidavel ou porcelana e discos de papel (Pinto, T.J.A;
Kaneko, T.M; Ohara, M.T. Controle biol6gico de qualidade de produtos
farmacéuticos, correlatos e cosméticos . S&do Paulo: Atheneu, p. 245-271,
2000). Neste caso, a metodologia de escolha foi a impregnacao do creme, ja

diluido, em discos de papel.

Para o preparo do indculo microbiano foi feita uma suspensdo com 3
mL de solucdo fisiolégica (salina) juntamente com o0s respectivos
microrganismos em crescimento. Utilizou-se a escala MacFarland 0,5,

empregada para antibiogramas, para a padronizacao.

Para cada suspenséo feita com o creme vaginal contendo o Ocimum
em suas diversas concentracdes, foram utilizadas seis placas de Petri (100 x
20 mm) estéreis - trés placas para o controle positivo (CP) e trés para as
amostras (A) (Farmacopéia Brasileira, 4 ed. Sdo Paulo: Ind. Grafica Siqueira,
1988. p.1-17). Apbs o preparo e autoclavagdo, os meios de cultura foram
armazenados em geladeira (4 °C) por no maximo dois dias e fundidos em
banho-maria a 60 °C. As placas para a analise do creme contendo 6leo
essencial de O. basilicum possuiam uma camada Unica com 20mL de Agar

sabouraud hidratado e autoclavado, contendo o in6culo.

Os discos de papel de filtro com 13 mm de diametros, esterilizados
foram embebidos nas preparacfes das suspensdes feitas com o creme vaginal
contendo o Ocimum em suas diversas concentracdes e aplicados nas placas
com o inoculo, opondo-se o disco da amostra de maior para a de menor
concentracdo, equidistantemente distribuidos. Para cada concentracdo
escolhida nesta patente de invencao, foram dispensados 30uL da suspenséo
do creme diluido com DMSO em cada disco. As placas com o antifungico foram
incubadas a 35 °C por 48 horas. Para cada amostra fez-se uma placa semeada

com o inéculo, destinada ao controle positivo.

Estudos de estabilidade das formulagbes foram feitas, onde as
amostras foram armazenadas em trés condi¢cdes distintas: condicdes
ambientais (20° C - 25° C), geladeira (5° C) com temperatura controlada e

estufa (45° C) com temperatura controlada.
72



Os testes para analise foram realizados nos periodos de 0, 15, 30 e
60 dias, onde foram obtidos resultados desejaveis.

Também foram realizadas avaliagbes das caracteristicas
organolépticas das amostras, levando-se em consideracdo as propriedades
organolépticas, através da visualizacdo, considerando qualquer alteracdo de
coloracdo, odor ou sinal de separacdo de fases. Para andlise dos resultados,
foram utilizados critérios apresentados no anexo 1 (Tabela), adaptado por
Buhler, F.V, Ferreira J.R.N. Desenvolvimento e avaliacdo da estabilidade de
formulacbes contendo extratos de llex paraguariensis St. Hil. a 5 e 10%.
Revista Perspectiva, v.32, p.47-55, 2008.

EXEMPLO 1

Como referéncia demonstrativa e ndo restritiva, foi utilizado 6leo essencial de
Ocimum basilicum L. de uma variedade de manjericdo conhecida como Maria
Bonita. Essa cultivar foi desenvolvida por Blank et al (2007), visando,
principalmente aumentar o rendimento do Linalol e esta registrada no Ministério

da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Brasil, sob o nimero 22019.

EXEMPLO 2

Como referéncia demonstrativa e ndo restritiva, os exemplares de O. basilicum
L. (cultivar — Maria Bonita) foram obtidos na estacdo experimental do campus
rural da Universidade Federal de Sergipe localizada no municipio de Séo
Cristovao-SE, Brasil. As folhas e inflorescéncias foram coletadas e colocadas
em estufa para secagem com circulacdo de ar a temperatura de 40 °C por 5

dias até desidratacdo completa.

EXEMPLO 3

Como referéncia demonstrativa e nao restritiva, apos o tempo de secagem em
estufa, as folhas foram extraidas em aparelho clevenger. O 6leo essencial foi
separado da solugdo aquosa (hidrolato) e transferido para frasco ambar e

congelado a temperatura de -20°C até o momento do uso.
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EXEMPLO 4

Como referéncia demonstrativa e nao restritiva, apds o processo extracao do
Oleo essencial como apresentado no EXEMPLO 3, a forma farmacéutica foi
preparada contendo concentracdes de 0,25 a 5% deste 6dleo.
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