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RESUMO: O estudo de dleos essenciais obtidos de plantas de uso medicinal com atividade antifungica
vem ganhando grandes perspectivas e objetiva obter principios ativos para uma possivel aplicagéo
pratica no tratamento das infecgdes produzidas por fungos. Neste trabalho, foram feitas avaliagdes da
atividade antiflingica de dleos essenciais obtidos de Caryophyllus aromaticus L; Cinnamonun
zeilanicum; Citrus limon; Cymbopogon citratus; Eucaliptus globolus; Eugenia uniflora; Matricharia
chamomilla; Peumus boldus; Ruta graveolens contra Malassezia furfur. Tais éleos foram testados “in
vitro" sobre 20 cepas isoladas de pacientes portadores de pitiriase versicolor. Os ensaios fogam
realizados pelo método de difusdo em meio sélido, agar bile de boi 10% e incubados a 28 & 32 C.
Conforme os resultados dos testes, foi constatado que os dleos essenciais de C. citratus e P. boldus
produziram maior atividade inibitéria contra as cepas de M. furfur em relagdo aos demais.
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ABSTRACT: Anti-fungal activity of essential oils “in vitro” against strains of Malassezia furfur. The
study of essential oils obtained from medicinal plants with anti-fungal activity has been attaining large
perspectives and aims at obtaining active principles for a possible practical application in the treatment
of infections caused by fungi. In this work, evaluations have been made of anti-fungal activity of essential
oils obtained from Caryophyilus aromaticus L; Cinnamon zeilanicum; Citrus limon; Cymbopogon
citratus; Eucaliptus globolus; Eugenia uniflora; Matricharia chamomilla;, Peumus boldus and Ruta
graveolens gainst Malassezia furfur. Such oils were tested “in vitro” over 20 strains isolated from
patients infected with versicolor phthiriasis. The tests were carried out by the method of diffusion in
solid medium, ox bile agar, and incubated at 28 at 32C. According to the tests results, it was verified that
the essential oils of C. citratus and P, boldus produced greater inhibiting activity against the strains of M.
furfur in relation to the others.

Key words: Anti-fungal activity; Malassezia furfur, essential oils.

INTRODUGCAO

A medicina do século XX trouxe a descoberta
de grupos de compostos produzidos por
microrganismos com capacidade de inibir o
crescimento de outros microrganismos, ou mesmao
de destrui-los, como a penicilina obtida do fungo
Penicillium notatum por Alexandre Fleming (1928).

Um grande nimero de doengas vém sendo
adguiridas, as quais podem ser de origem bacteriana,
viral ou fungica. Tem sido observada a resisténcia
desses microrganismos provavelmente devido a
utilizagdo incorreta e indiscriminada de antibiéticos
(Rodrigues et al., 1997). O assunto tem despertado
interesse aos profissionais que estudam os aspectos
microbiolégicos, profilaticos e terapéuticos das
infecgdes oportunistas.
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As infecgdes fungicas produzidas por
leveduras vém crescendo nos Ultimos anos.
Malassezia furfur pode viver saprofiticamente na flora
cutanea normal e no couro cabeludo do homem
podendo ser encontrada em alguns animais.
Patogenicamente € agente da pitiriase versicolor. E
uma infecgao geralmente assintomatica, superficial,
benigna, freglientemente recidivante nao contagiosa.
MNo homem, apresenta-se clinicamente como lesdes
maculosas e descamativas, de coloragéo variavel, que
se distribui com maior freqliéncia no tronco e membros
superiores (Sidrim & Moreira, 1999).

O tratamento da micose €& feito com
substancias tépicas como o sulfato de selénio de 1%
e 2,5%, derivados azolicos como cetoconazol, por
via oral e topica, encurtando o periodo de tratamento
e também usa-se os derivados triazolicos, como o
itraconazol, instituindo um tratamento eficaz (Sidrim
& Moreira, 1999).
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Inimeras pesquisas vém sendo
desenvolvidas, com o objetivo de se obter novos
produtos de origem vegetal, que possam ser mais
eficientes no tratamento dessas infecgdes micoticas
e menos téxicos aos pacientes (Recio et al., 1989;
Famsworth, 1966). Importantes estudos relacionados
com atividade antimicrobiana de dleos essenciais de
espécies vegetais foram realizados por Muller-Riebau
et al. (1995); Kishore et al (1993); Limberger et al.
(1998) e Santos ef al. (1997). Os dleos essenciais
encontram sua maior aplicagéo bioldgica como
agentes antimicrobianos, isto representa uma
extensao do préprio papel que exercem nas plantas,
defendendo-as de bactérias e fungos fitopatogénicos
(Janssen et al., 1987). Diante deste contexto, o
objetivo desse trabalho, foi avaliar a atividade
antifingica “in vitro” de éleos essenciais oriundos de
espécies vegetais contra M. furfur.

MATERIAL E METODO

Local de trabalho: o estudo da atividade
antifingica de 6leos essenciais obtidos de plantas
medicinais contra M.furfur, foi realizado no Laboratdrio
de Micologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal da Paraiba.

Material Botanico: os ¢leos testados foram
obtidos de espécies vegetais brasileiras e adaptadas
(Quadro 1) consideradas medicinais e catalogadas
no Herbério Lauro Xavier JPB pelo botanico José
Roberto Lima do Departamento de Sistemaética e
Ecologia do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza
da Universidade Federal da Paraiba.

Os referidos dleos essenciais foram
preparados por Raimundo Nonato da Silva Filho
Técnico de Nivel Superior (TNS), e cedidos pelo Dr.
José Maria Barbosa Filho no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica — Universidade Federal da Paralba,
conforme técnicas adotadas no laboratério (Matos,
1988; Craveiro et al., 1981).

Microrganismo: Foram selecionadas 20
cepas de M. furfur, isoladas e identificadas a partir
de material biolégico (escamas de pele) de pacientes
com diagnéstico clinico e laboratorial confirmado de
pitiriase versicolor. A identificagao foi feita a partir do
estudo da macro e micromorfologia e comportamento
bioguimico em agar Sabouround dextrose a 2% (ASD)
(DIFCO,Laboratories Ltda) adicionado de bile de boi
10%(SIGMA Aldrich) enriquecido com éleo de oliva
1%. (SIGMA Aldrich) em temperatura de 28 a 32° C
(Guillot et al,, 1996) durante 10 dias (Silva et al., 1996;
Lacaz & Nagao, 1983; Faergemann & Fradriksson,
1980; Sidrim & Moreira, 1999).

Inéculo: Partindo-se de culturas mantidas
em meio supra citado o indculo foi preparado (Odds,
1989; Chin L, 1971) e padronizado em solugao de
cloreto de sddio a 0,85% esterilizada (Casals, 1979,
Plempel, 1986). Foi comparado com tubo 0,5 da
escala de Mc Farland (Wannissor et al, 1996) e
ajustado para 90% de T em espectrofotometro (Leitz
Photometer), para conter cerca de 10° UFC/mL
(Casals, 1979; Fromtling et al., 1983; Drutz, 1987).

Metodologia: Utilizou-se a técnica de
difusdo em meio sélido para o “ screening “ da
atividade biolégica e para determinagdo da
Concentragéo Inibitéria Minima ( CIM ).Em placas
esterilizadas, foi depositado 1 mL da suspensao do
microrganismo. Em segwda foi adicionado 21 mL
do meio sélido fundido & 50° C. Apés solidificagéo,
foram depositados trés discos de papel de filtro
(CECON/SP) embebidos com 0.02 mL da suspensao
de cada dleo essencial, O sistema foi incubado a
temperatura de 28 a 32° C durante 10 dias (Baver et
al., 1966; Mitscher et al, 1972; Shadomy et al., 1985;
McGinnis, 1980; Vincent & Vincent, 1944).

A determinagéo da CIM foi utilizada para os
dleos essenciais que apresentaram atividade
antifingica no “screening’. A metodologia foi a
mesma do “screening “ exceto que no lugar dos
discos foram feitas cavidades com cénulas de vidro
com 6 x 8 mm de diametro, onde foi depositado 50
mL de cada suspensao do dleo essencial testado .
Estas foram preparadas da seguinte forma: em tubo
estéril foi adicionado 0,4 mL do dleo essencial, 0,04
mL de Tween 80 e gsp 5 mL de agua destilada esteril,
sendo agitado. Seguindo-se a diluigao seriada, onde
cada tubo seguinte continha 1,5 mL de agua destilada
estéril, adicionando-se 1,5 mL da concentragéo
anterior, agitando-se, procedendo-se assim, até obter-
se as seguintes concentragoes: 8, 4,2,1,0,5e0,25%
(Allegrini et al., 1973).

Foram feitos controles com o cetoconazol
(200 pg/mL), viabilidade das cepas em estudo e com
o DMSO usado no preparo das emulstes. Cada
ensaio foi realizado em duplicata frente a cada cepa
selecionada. O resultado final, foi determinado pela
media aritmética dos halos de inibigao.

RESULTADO E DISCUSSAO

A avaliag&o antifungica dos dleos essenciais
contra as 20 cepas de M. furfur encontram-se na
Tabela 1. Dentre os 09 (nove) dleos testados, cinco
(55,5%) foram ativos sobre as cepas de M. furfur
sendo eles: C. aromaticus; C. eitratus;, C. limeon, C.
zeylanicurn e P. boldus. Por outro lado, o género
Malassezia foi resistente aos dleos essenciais das
quatro (44,4%) espécies: E. globulus, E. unifiora, M.
chamomilla e R. graveolens.
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FIGURA 1 - Relagao das espécies de plantas medicinais e respectivos materiais testados nos ensaios para avaliagao
antifungica sobre cepas de Malassezia furfur

Espécie/Familia Nome popular | Parte utilizada | Produto testado
1. Caryophylius aromaticus L. Myrtaceae Crawo da India Botéo floral Oleo essencial
2. Cinnamomum zeylanicum L. Lauraceae Canela Casca Oleo essencial
3. Citrus limon R. Rutaceae Limao Casca Oleo essencial
4. Cymbopogon citratus stopf Gramineae Capim santo Folhas Oleo essencial
5. Eucaliptus globulus L. Myrtaceae Eucalipto Folhas Oleo essencial
6. Eugenia unifioralL. Myrtaceae Pitanga Folhas Oleo essencial
7. Matricaria chamomilfa L. Compositae Camomila Flores Oleo essencial
8. Peumus boldus Benth Monimiaceae Boldo Folhas Oleo essencial
9. Ruta graveolens L. Rutaceae Arruda Parte aérea Oleo essencial

TABELA 1- Resultados das medias (> 2) dos halos de inibigdo (mm) da concentraga@o inibitoria minima (CIM) de
oleos essenciais de C.aromaticus , C. citratus , C. limon , C. zeilanicum , E. Oleo essencial testado

Concen-tragaoCepas de M.furfur

6'90
| Ea Cepas de M.furfur
essencial g'g
@

testado E|1|2|3|4|5]|6|7|8]|9|10|11|12(13|14|[15|16|17|18]19|20
C. aromaticus | 4% | 0 | 0 |23|23|23| 0 |17|18|22|20| 0 |24|27| 0| 0 |25|21|26(23| O
C. citratus | o25%| 20| 10| 10| 10| 10| 10| 10| 15| 10| 15|20 |20| 15| 10| 12| 0 | O [15[15]| O
C. limon B% |[21|22|16|21| 0 [17|19|21| 0| 0 [16|156|11]) 0 |19|18 (16|17 14|17
C. zeylanicum | 8% |15| 0 |14|24[10|19|21|19] 0|0 |0 |0 |0 | O |0 | O [14]|20(13| O
E globulus | 8% |0|0O|0O|O|O|/O|O|O|OfO|ODO|O|O]O]|OD|O]O|0Of0O]O
E. uniflora 8% |ojojlo|o|JO]|]0O|O|O]O|JO|O|]O|O]O]O|O]|Q[0]|C]0
M. chamomilia| 8% |0 |0 |0O|0O0|O|O]O]JO]JO]O|O]|]O|O]|]O|O|O]|OQ|C]O|O
P. boldus 4% |20|25|30|30(30|25|25|25|30|25|20|30|25|25|25(20|17|20]|20| 30
R.graveolsns | 8 |0 |O0|0O|(0O|0O|O|J0O|O|lO|O|O|O|O|O]O]|JO|O|JO]O]O

Controle do
rnicroorganisn‘o++++++++++++++++++++

Controle com
cetoconazal (200 pg/ i) 34|37(37|34|35|34|25|32|38|30|27|34|33{34|33|31(33(34|31|28

Os dlecs essenciais de C. aromaticus; C.
citratus;, C. limon e P. boldus merecem destaque,
uma vez que produziram inibigdo sobre o crescimento
da maloria das cepas de M. Turur.

As vinte cepas do fungo(100%) foram
sensiveis ao oleo essencial de P. boldus, a 4%, 0
gual produziu halos de inibicdo, em média, com 25
mm de diametro. O dleo essencial de C. citratus, até

a concentragdo de 0,25%, inibiu o crescimento de 17
das cepas (85%) de M. furfur, para o qual a média
dos halos de inibigao, foi de 11 mm de diametro. A
£55encla da especle vegeral C. #imon d 8%, produZiu
inibicdo sobre o crescimento de 16 cepas (80%) de
M. furfur, cuja media dos respectivos halos de inibi¢ao
foi de 17,0 mm de diametro. O produto obtido de C.
aromaticus, a 4%, inibiu o crescimento de 13 das
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cepas (65%) de M. furfur no qual observou-se média
dos halos de inibigao foi de 22 mm de didmetro. O
6leo essencial de C. zeylanicum, na concentragdo
de 8%, apresentou atividade biolégica sobre 10 das
cepas (50%) testadas para o qual a média dos
halos de inibigao foi de 17 mm de didmetro.

Os dleos essenciais encontram sua maior
aplicag¢ao biolégica como agentes antimicrobianos.
Esta capacidade, presente na grande maioria destes
compostos, de certa maneira representa uma
extensdo do proprio papel que exercem nas plantas
defendendo-as de bactérias e fungos fitopatogénicos
(Janssen ef al., 1987).

M. furfur mostrou-se resistente aos dleos
essenciais de E. globulus, E. uniflora, M. chamomilia
e R. graveolens.

Os resultados obtidos a partir dos ensaios.

microbioldgicos com ¢ éleo de E. uniflora foram
merecedores de discussao, pois 05 mesmos nao
apresentaram atividade antifingica mesmo quando
testados “in natura" sobre cepas de M.furfur. Sa et
al. (1995-1996) testaram o dleo essencial de E. uniflora
sobre bactérias e o mesmo so6 foi ativo sobre
Streptococcus pneumaoniae e Neisseria gonohrea. O
6lec essencial de E. uniflora teve efeitos
antimicrobianos “in vitro” frente a Stafilococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus subtilis e Shigella
dysenteriae (Fernandez et al. 1996). O eugenol do
tleo essencial de E. uniflora tem propriedades
carminativas, eupépticas, antissépticas e anestésicas
(Schavenberg, et al., 1980).0s estudos realizados
anteriormente como exemplo por Adebajo et al. (1989)
mostram que leveduras do género Candida foram
resistentes ao dleo essencial de E. uniflora a 100
ug/mL. Nos estudos realizados por Sa et al. (1995-
1996), foi observada atividade desse éleo sobre S.
pneumoniae e N. gonohrea. Lima et al. (1993),
Viane et al. (1998), revelaram que o referido dleo
essencial foi ativo contra fungos leveduriformes,
filamentosos e bactérias. Lima & Farias (1999)
testaram o 6leo contra cepas de Candida albicans
as quais foram sensiveis ao 6leo “in natura”, mas
resistentes quando o mesmo foi diluido nas
diversas concentragdes testadas.

C. citratus mostrou-se ativo em 100% das
cepas de M. furfurquando utilizado “in natura” assim
como guando utilizado nas diferentes concentragtes
(8, 4 e 2%) produzindo halos de inibigao que variaram
entre 15 e 30 mm e até em concentragtes mais baixas
entre 1,0, 0,5 e 0,25% nos quais os halos variaram
de 10 a 24 mm. Os resultados observados neste
trabalho acrescentam os ja existentes na literatura,
que relatam os efeitos antifungicos do C. citratus.
Carmo et al. (1998) avaliaram o comportamento do
élec essencial de C. citratus frente as espécies de
bactérias e fungos leveduriformes e observaram que
o produlo produziu atividade contra cepas de C.

albicans utilizadas nos ensaios microbioldgicos.
Lemos et al. (1992) afirmam que, C. albicans,
Candida tropicalis, Stafilococcus. epidermidis e
Bacillus cereus foram sensiveis ao 6leo essencial de
Cymbopogon nardus.

A atividade antimicrobiana de éleos
essenciais extraidos de varias espécies de
Cymbaopogon mostraram-se ativos contra bactérias
Gram positivas e Gram negativas e, também, contra
espécies fungicas. Esses Gleos possuem varios
constituintes quimicos, os quais conferem diversas
propriedades farmacoldgicas, incluindo a
antibacteriana e antifingica (Lemos et al, 1990;
Craveiro et al, 1981).

C. citratus, quando testado por Belém (1997),
sobre fungos de armazenamento: Aspergillus flavus,
Aspergillus niger e Penicillium spp , apresentou maior
atividade sobre Penicillium sppem relagéo aos outros
dois fungos. Extratos de C. citratus testados “in vitro"
no desenvolvimento de fungos fitopatogénicos
afetaram a germinagéo de esporos e o crescimento
miceliano (Stangarlin & Pascholati, 1997).

Sa et al. (1995,1996) avaliaram o dleo
essencial de C. citratus e 0 mesmo mostrou atividade
contra B. subtilis (CQ-112); Staphylococcus aureus
(ATCC-65385), Strepfococcus pyogenes (HTCC —
00070) e N. gonohrae (INCQS - 0063), nao sendo
ativo sobre Pseudomonas aeruginosas (ATCC
10.145) e 8. pneumcniae (INCQS-0004). Lima e Farias
(1999) obtiveram resultados positivos quando
avaliaram sua atividade sobre espécies de Candida.
S4a et al (1995,1996) testaram a atividade de C.
citratus sobre bactérias causadoras de conjuntivite,
obtendo resultados semelhantes ao antibidtico
cloranfenicol.

C. citratus mostrou potente atividade
antidermatofitica “in vitro" dose dependente sobre
Trichophyton mentagrophytes, Trychophyton rubrum,
Epidermophyton floccosum e Microsporum gypseum
(Wannissorn et al. 1996). As atividades
farmacolégicas de produtos oriundos de C. citratus
foram reconhecidas nos estudos realizados por
Lima et al. (1993). Santos (2000) avaliou “in vivo"
o0 dleo essencial de C. citratus na forma de spray
e gel sobre Candida spp. da cavidade oral obtendo
resultados positivos.

Quanto aos resultados dos testes com A.
graveolens sobre M. furfur foram negativos porém Sa
etal (1995, 1996) avaliaram sua atividade e a mesma
mostrou-se ativa “in vitro” sobre B. subtilis (CQ-112)
e 8. aureus (ATCC-65385), ndo sendo ativa sobre S.
pneumoniae (INCQS-00104), 5. pyogenes (ATCC
00070) e N. gonohrae (INCQS-0063) o que da respaldo
aos resultados obtidos neste experimento. O extrato
alcodlico de A. graveolens inibiu "in vitro” os fungos
E. flocecosum, T. rubrum e T. mentagrophytes e
apresenta atividade bacteriostatica sobre Micrococcus

REV.BRAS.PLMED., Botucatu, v.6, n.1, p.77-83,2003.



pyogens var aureuse E. coli(Acosta de la Luz, 1993).
O extrato de R. graveolens basicamente & composta
por alcal6ides, flavondide e ésteres.

Avaliando o ¢leo essencial de P. boldus, o
mesmo mostrou-se ativo sobre as cepas de M. furfur
nas concentragoes de 8 e 4%. O oleo essencial de
P, boldus apresentou atividade antibacteriana sobre
E. coli, N. gonohrea , P. aeruginosa, S. aureus e
antimiccdtica sobre C. albicans, B. cereus, Fusarium
oxysporum, Rhizopus nigracans, A. nigere T.
mentagrophytes. Estas atividades podem estar
relacionadas aos ésteres boldino, ascaridiol presentes
na sua compaosicao quimica (Guerin & Reveil-Lere,
1984)

Quandotestado por Lima & Farias (1999) , 0
dleo essencial de P. boldus foi ativo sobre espécies
de Candida. S& et al. (1995, 1996) testaram o dleo
essencial de P boldus socbre vérias espécies de
microrganismos e o mesmo sé foi ativo sobre S.
aureuse N. gonohrea.

O 6leo essencial de E. globulus nao foi ativo
sobre M. furfur mas mostrou atividade contra P.
aeruginosa, B. subtillis e S. aureus nao sendo ativo
sobre S. pneumoniae, S. pyogenes e N. gonohrea.
No seu dleo encontra-se eugenol composto que
possui atividade antisséptica (Sa ef al,, 1995-1996).

Pode-se observar a atividade do dleo
essencial de C. aromaticus, sobre 13 cepas de M.
furfur. Belém (1997) testando o extrato de etandlico
de C. aromaticus sobre A. flavus, A. niger e
Penicillium spp.oriundos de sementes armazenadas,
obteve resultados semelhantes a fungicidas como
benomyl e captan.

M. chamomifla nao mostrou-se ativa sobre
M. furfur, porém Bose (1958), Hamburger &
Hostettmann (1991) e Scheel (1972) obtiveram
atividade da mesma sobre Mycobacterium
tuberculosis, Salmonella typhimurium, S. aureus,
helmintos e virus. O éleo essencial de M. chamomilla
demonstrou atividade antibacteriana, sobre S.
typhimurium, S. aureus e S. epidermidis (Aggaz et
al., 1972; Bustamante ef al,, 1995) e fungicida A.
flavus (Isaac, 1979).

C. limonftoi ativo sobre 16 cepas de M. furfur.
Mostrou atividade sobre P, aeruginosa, e S. aureus,
nao tendo atividade sobre B. subtillis, S. pneumoniae,
S. pyogenes e N. gonohrea quando testado por Sa et
al (1995, 1996).

Ross et al. (1980) avaliaram a atividade de
C. limon sobre bactérias Gram positivas, Gram
negativas e fungos, obtendo inibicac sobre S. aureus,
B. cereus e Trichoderma viride. Santos etal. (1994),
avaliando a atividade de C. limon sobre Salmonella
typhimurium, S, aureus, B. subtilis e Pseudomonas
aeruginosa, nao obtiveram resultados positivos .

Testando o dlec essencial de C.
zeylanicum, o mesmo foi ativo até a concentragéo

a1

de 4% sobre 10 cepas (50%) de M. furfur, com
halos que variaram entre 10 e 21 mm de diametro.
O 6leo essencial de C. zeylanicum ou atividade
antifingica contra os seguintes dermatofitos: E.
flocosum, Microsporum canis, T. mentagrophytes
e T. rubrum (Lima & Gompertz, 1993). A atividade
anti-bacteriana do 6lec essencial de C. zeylanicum
foi pesquisada com resultados positivos por
Raharivelomanana & Terrom (1989).

CONCLUSAO

Dentre os éleos essenciais testados para
avaliagio de seu potencial antifingico frente a cepas
de M. furfur, destacaram-se os resultados obtidos
com C. citratus, P, boldus, C.aromaticus, enquanto
C. limon e C. zeylanicum apresentaram relativa
atividade . E. globulus , E. uniflora , M. chamomilla e
R. graveolens nao foram ativos .
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