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ABSTRACT

Aim: to evaluate the in vitro action of thymol and carvacrol against the yeasts of Candida albicans ATCC10231 and
Candida krusei ATCC34135. Method: A laboratory study was performed to evaluate antifungal activity. The
characterization of the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of the thymol essential oil was carried out using the
technique where the microdilution is performed, in which a plate containing 96 wells is used. The determination of
the Minimum Fungicidal Concentration (MFC) was performed by dripping 10 pL of each of the concentrations
evaluated on Sabouraud agar plates. Results: The MIC of thymol and carvacrol for C. albicans was 40 pg/mL and for
Candida krusei it did not present antifungal activity. While the MIC of nystatin was 0.03mg for both species with
thymol and carvacrol. Conclusion: Thymol presented satisfactory antifungal activity against the pathogens studied,
but carvacrol did not present antifungal activity.
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RESUMEN

Objetivo: evaluar la accion in vitro del timol y carvacrol frente a las levaduras de Candida albicans ATCC10231 y
Candida krusei ATCC34135. Método: Se realizo un estudio de laboratorio para evaluar la actividad antifungica. La
caracterizacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) del aceite esencial del timol fue efectuada a través de
la técnica donde se realiza la microdilucion, en ésta se utiliza una placa que contiene 96 cavidades. La
determinacion de la Concentracion Fungicida Minima (CFM) fue realizada a través de goteo de 10 pl de cada una de
las concentraciones evaluadas en placas de agar Sabouraud. Resultados: La CIM del timol y carvacrol para C.
albicans fue de 40 pg/mL y para Candida krusei no presento actividad antifingica. Mientras que la CIM de la
nistatina fue de 0.03mg para ambas especies con timol y carvacrol. Conclusion: El timol presenté una actividad
antifiingica satisfactoria frente a los patégenos estudiados, pero el carvacrol no present6 actividad antifingica.
Palabras-clave: Fitoterapia; Lippia; Timol.

RESUMO

Objetivo: avaliar a acao in vitro do timol e carvacrol frente as leveduras de Candida albicans ATCC10231 e Candida
krusei ATCC34135. Método: Realizou-se um estudo laboratorial, para avaliacdo de atividade antifingica. A
caracterizacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial do timol foi efetuada através da técnica
onde se realiza a microdiluicdo, nesta é utilizada uma placa que contém 96 cavidades. A determinacdo da
Concentracao Fungicida Minima (CFM) foi realizada através de gotejamento de 10 pL de cada uma das
concentracoes avaliadas em placas de agar Sabouraud Resultados: A CIM do timol e carvacrol para C. albicans foi
de 40pg/ mL e para Candida krusei nao apresentou atividade antifingica. Enquanto que a CIM da nistatina foi de
0.03mg para ambas espécies com timol e carvacrol. Conclusdo: O timol apresentou uma atividade antifiingica
satisfatoria frente aos patogenos estudados, porém o carvacrol ndo apresentou atividade antifingica.
Palavras-chave: Fitoterapia; Lippia; Timol.
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INTRODUCAO

A cavidade oral corresponde a um grande
reservatorio de microrganismos, sendo dessa
forma profundamente relevante para a salde e a
doenca do hospedeiro. Podem ser destacados
como 0s principais microrganismos  que
comprometem a salde oral, o Streptococus
mutans, Lactobacillus, Candida albicans,
Candida krusei dentre outros'. Diante dessas
evidéncias, é cada vez mais notorio o aumento
na incidéncia de infeccoes fingicas, tendo como
destaque a Candida albicans e a Candida krusei.

A Candida é considerada um micro-
organismo oportunista que esta presente na
microbiota do ser humano, assim como em
outros sitios do corpo. E um fungo com muitos
tipos de viruléncia, sendo alguns deles a
capacidade de se aderir a alguns tecidos como,
por exemplo a superficie dentaria, a presenca de
enzimas hidroliticas e a morfogénese?. Diante
desses fatores favoraveis, quando ocorre algum
desequilibrio  biologico,  favorecendo  um
crescimento fangico maior que 10® unidades
formadoras de colonias, essas espécies de fungos
podem evoluir numa zona favoravel para uma
candidiase ou estomatite por dentadura, por
exemplo. Entretanto, é importante salientar que
esses micro-organismos nao costumam promover
processos infecciosos em individuos sem
comprometimento sistémico elevado'2.

Como em qualquer outra area com
favorecimento de crescimento microbiano, a
superficie dentaria também consiste num local
‘ideal’ para a instalacao de diversas espécies de
microrganismos. O acimulo de microrganismo na
superficie do dente é denominado biofilme

dental. Nesse sentido, pode ocorrer um
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crescimento desordenado de fungos e/ou
bactérias diante de fatores especificos, fatores
esses como resisténcia a medicamentos
antifungicos e formacao refrataria de biofilme
apos longos periodos de exposicao a terapia
antibiotica, promovendo dessa forma, algumas
patologias, como a candidiase oral®>*.

No tratamento dessas doencas orais, o
principal intuito é neutralizar o pH local devido
ao fato do metabolismo do microrganismo deixar
o meio relativamente acido. Normalmente,
utiliza-se antifingicos convencionais, como a
nistatina. Entretanto, existem linhas de pesquisa
que demonstram o quao eficaz sao algumas
formulas preparadas através da extracao de
substancias em plantas nativas brasileiras’.

Tém-se entdao o timol e o carvacrol,
substancias obtidas por meio da planta Lippia
sidoides, popularmente conhecida como alecrim
pimenta. Eles sao considerados compostos
fendlicos presentes em alguns Oleos essenciais
como o de orégano. Assim existe um crescente
interesse na utilizacao dessas substancias,
devido as suas propriedades antioxidante e
antimicrobiana®.

Partindo do pressuposto de que na
odontologia deve-se usar de artificios para
manter a cavidade oral o mais livre possivel de
microrganismos patogenos, o uso topico de timol
e carvacrol em pacientes com risco alto de
desenvolvimento de patologias relacionadas ao
acumulo de fungo, pode ser instalado evitando
possiveis danos.

Diante do exposto objetivou-se avaliar a
atividade antifingica dos fitoconstituintes Timol

e Carvacrol (Sigma-Aldrich,St. Louis, Estados
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Unidos) frente a Candida albicans e Cdndida

krusei.

METODOS

Trata-se de uma pesquisa experimental realizada
no Laboratorio de Microbiologia da FAINOR-
Faculdade Independente do Nordeste do estado
da Bahia.

Para realizacao do experimento utilizpu-
se cepas de Cdandida albicans ATCC 10231 e
Candida krusei ATCC 34135 cedidas pelo
Instituto Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro. Para
reativacdo das leveduras foram retiradas
aliquotas de 5mL de cada levedura em estoque e
acrecentadas 5mL de caldo Saburaud (Sigma-
Aldrich,St. Louis, Estados Unidos) incubou-se a
37°C a 48hs. Apos isso foi feito o ajuste para
escala de MacFarland 0,5% com solucao salina a
0,85% de NaCl.

O resultado foi uma suspensao que foi
inserida no agitador vortex durante 15 segundos
tendo a densidade celular ajustada, com
espectrofotometro com obetivo de obtencao de
transmitancia semelhante a uma solucao-padrao
da escala 0,5 de McFarland com comprimento de
onda de 530nm. Essa etapa gerou uma
suspensao-padrao de fungo com
aproximadamente 1,5x10® UFC/mL unidades
formadoras de colonias (UFC) por mL.

A tecnica de microdiluicaio com a
utilizacao das 96 cavidades de base em formato
de “U” em triplicata, foi a escolhida para se
determinar a CIMA®. Em cada cavidade da placa
foi adicionado 100 pL do meio liquido Caldo
Sabouraud , 20 pg/mL do indculo da suspensao

fingica em salina. A placa foi preenchida
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respeitando a ordem numérica e em seguida
foram adicionadas concentracées do timol e
carvacrol variando de 15 pyg / mL a 400 pg / mL,
As conentracoes foram diluidas anteriormente,
iniciando pelo primeiro poco de cada coluna da
placa, neste momento foi nrealizada a
microdiluicdo seriada. A ultima cavidade foi
separada para realizacao do controle de
crescimento dos micro-organismos. Este meterial

foi levado a estufa por 48 ha 37°C .

Apos o tempo de incubacao adequado,

foram adicionados 35ug/mL de resarzurina
(0.01%, 10mg diluida in 80mL) (Sigma-Aldrich,St.
Louis, Estados Unidos) um indicador
colorimétrico de oxi-reducdao. Procedeu-se
visualmente pela auséncia ou presenca do micro-
organismo.As placas foram seladas com filme
plastico e reincubadas por mais 1 hora para
posterior leitura. Portanto, o ultimo poco azul
(da esquerda para a direita) era aquele com a
MIC. Apds 48h de incubacao a 37°C, a
concentracado com menos Timol e Carvacrol
capaz de impedir o crescimento visivel da
subcultura foi considerado como o CFM

(Concentracao Fungicida Minima).

Por conseguinte, foi estabelecida como

CIM a menor concentracao do Timol e Carvacrol
capaz de inibir o crescimento do microrganismo
ensaiado. Visualmente esta definicao foi
alcancada por uma imutacao da coloracao do

corante indicador.

A determinacao da CFM foi realizada pelo

gotejamento de 10uL de cada uma das
concentracoes avaliadas em placas de agar
Sabouraud. A leitura se fez apos incubacao das
placas a 37°C por 48h. Foi considerada CFM a

concentracao que nao se observou crescimento
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de micro-organismo do subcultivo. Os testes

foram produzidos em triplicata.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os resultados da
inibicao do crescimento referentes aos testes
utilizando os extratos de timol e carvacrol e a
nistatina como antimicrobianos. Observa-se que
as preparacdes apresentaram capacidade
antifungica para Candida albicans. Enquanto que

para Candida krusei, o carvacrol nao apresentou
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atividade antimicrobiana. Nao houve
contaminacao do caldo ou extratos testados no
controle negativo. A nistatina inibiu as leveduras
em 0.03 pg/mL (Tabela1).

A observacao dos resultados nesse estudo
possibilitou verificar que os extratos timol
apresentaram efeito fungiostatico e fungicida
sobre a cepa de C.albicans, enquanto que para
C.krusei nao apresentou atividade
antimicrobiana. A avaliacao da (CFM) confirmou
que a concentracao de 40 pg/mL nao obteve

crescimento microbiano.

Tabela 1: CIM dos extratos timol e carvacrol sobre cepas padrao padronizadas de Candida albicans e

Candida krusei

Cepa CIM (Timol) CIM(Carvacrol) Nistatina
(Mg / mL) (Mg / mL) (Mg / mL) (Mg / mL)
Candida albicans 40 0.03
Candida krusei - 0.03

- Sem atividade antimicrobiana

DISCUSSAO

O atual aumento de resisténcia aos
antimicrobianos, incentiva a pesquisa por novos
agentes capazes de impedir o crescimento de
microorganismos, sendo uma importante
estratégia nos tratamentos alternativos contra
infeccoes  fungicas. Diante disso, varios
estudiosos tém aumentado o interesse na
pesquisa de extratos fornecidos por plantas

como  potencial  antimicrobiano”®.  Essas
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pesquisas tém aumentado frente a
microrganismos presentes na cavidade oral.

A Candida albicans esta presente em
aproximadamente de 30 a 50% da cavidade oral
das pessoas, sendo a espécie mais virulenta,
capaz de produzir fosfolipases e proteases que
destoem o tecido do hospedeiro. A Candida
krusei também é um importante patégeno que
contribui para a doenca, a espécie € mais
resistente a agentes terapéuticos aumentando o
numero de pessoas imunocomprometidas e com

isso, a frequéncia de agentes antifiingicos’.
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A terapia antifingica para infeccoes por
Candida é desafiadora, visto que o tratamento é
dificultado devido a caracteristica eucariotica
das células desses micro-organismos, que sao
semelhantes as células hospedeiras. Além disso,
ha poucos antifingicos disponiveis para tratar
infeccobes causadas por esses  fungos'.
Atualmente sao utilizadas em grande escala a
classe de antifungicos azolicos que &,
infelizmente, fungistaticos ao invés de
fungicida, e seu uso prolongado contribui para o
desenvolvimento de cepas resistentes’".

O presente estudo mostrou uma
possibilidade terapéutica com o timol para
frente a candidiase desenvolvida por C.albicans
que é a maior prevalente na microbiota bucal.
Uma perspectiva interessante seria a adicao do
extrato timol em colutérios bucais
potencializando seus efeitos antimicrobianos
para candidiase.

Nesse sentido, este estudo investigou
através de testes in vitro, atividade do timol e
carvacrol contra cepas de C.albicans e C.krusei.
Diante disto, constatou-se que o timol e
carvacrol apresentam
antifuingico, com MIC e CFM de 40 pg / mL e CIM

da nistatina de 0.03ug / mL para ambas as

excelente poder

cepas, enquanto que os mesmos fitoconstituintes
nao apresentaram atividade antifungica para
C.krusei e a nistatina apresentou 0.03 pg / mL
(Tabela1).

Lima et al. (2013)", em seu estudo
semelhante a este, obtiveram um valor entre
256 e 512 pL/mL do carvacrol na a Candida
albicans. Em outra pesquisa realizada por
Manohar et al. (2001)?, a MFC do carvacrol para
C.albicans ATCC- 48274 foi de 500 pL/mL. As

Rev Pre Infec e Saude.2018;4:7673

Atividade antifiingica in vitro do timol e carvacrol

concentracoes da MIC e MFC foram baixas
apresentando um efeito fungicida.

Entende-se, dessa forma, que os
resultados desta pesquisa corroboram com
estudos realizados anteriormente pela
literatura, que mostra que os compostos de
origem vegetal para possuir forte/boa atividade
antifingica, precisam que suas CIMs estejam
pelo menos compreendidas entre 50-500ug/MIL"2.

Os fitoconstituintes de carvacrol e timol
inibbem o crescimento celular alterando o
funcionamento da parede e membrana celular,
conforme afirmam Lee et al. (1999)*, diminuindo
a permeabilidade. Estudos demonstram que 6leo
essencial que apresenta o timol e carvacrol
como componentes apresentam  atividade
antimicrobiana. Assim, Pozzart et al. (2010)°
demonstrou um efeito antimicrobiano com o
oleo essencial de orégano que contem 58% de
carvacrol e uma MIC menor que 800 pL/mL
contra Candida.

Assim, o caminho é otimizar o uso do
carvacrol e timol em associacao com drogas
convencionais. As  associacoes tém  sido
amplamente estudadas em métodos in vitro o
‘‘checkerboard” é uma técnica amplamente
utilizada'>™,

Assim, em vista dos resultados os
fitoconstituintes carvacrol e timol pode
eventualmente serem utilizados em associacao
com drogas convencionais contra candidiase.
Entretanto, sao necessarios maiores pesquisas
para esclarecer o mecanismo de toxicidade dos
extratos.

Esse estudo apresenta limitacdes. Foi
evidenciada a dificuldade logistica e a escassez

de certos materiais que ampliariam o leque da
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pesquisa. Estas dificuldades impossibilitaram,
por exemplo, possiveis ensaios com biofilme
dentario. Essa possibilidade seria de grande
significancia, uma vez que a microbiota bucal

forma biofilme.

CONCLUSAO

Apds apresentacao dos resultados, conclui-se
que os fitoconstituintes timol e carvacrol
apresentaram atividade antifingica bastante
satisfatoria para Candida albicans, que € a
principal levedura presente na cavidade bucal,
porém, para a Candida krusei nao apresentou
efetividade. Sugere-se que o timol analisado
exerca um potencial para a producao de
constituintes com atividade antifingica contra
cepas de C.albicans, assim, mostrando uma
alternativa terapéutica para tratamentos de
infeccoes flngicas e na descoberta de novos
farmacos.

Sao necessarios estudos mais
aprofundados para verificar toxicidade das
plantas e isolar os compostos ativos responsaveis
pela atividade bioldgica. Entretanto, pesquisas e
testes farmacologicos com maior abrangéncia
devem ser desenvolvidos, levando em
consideracao a fisiologia do corpo humano, bem
como interferéncia dos fatores sistémicos na da

microbiota bucal.
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