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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antifungica dos Oleos
essenciais de Lavandula augustifolia Mill, Lavandula officinalis Chaix e
Lavandula hybrida E.Rev. ex Briq, bem como o composto quimico majoritario
do Oleo essencial com a menor concentragcdo fungicida minima sobre 16
isolados biolégicos de Candida albicans. Determinar as concentracdes
fungicidas minimas, o efeito dos 6leos e do composto quimico majoritario, em
doses subinibitérias sobre a formacao de tubo germinativo, clamidoconideo e
a producéo de franjas, nos isolados de C. albicans, antes e apds contato com
os diferentes 6leos essenciais e composto quimico majoritario. Os trés 6leos
essenciais apresentaram atividade inibitéria sobre C. albicans . L. angustifolia
CFM50 de 2.631,2pg/mL e CFM90 de 5.252,5ug/mL; L. officinalis, CFM50 de
6.467ug/mL e CFM90 de 10.612ug/mL; e L. hybrida CFM50 e CFM90 de
2.664ug/mL, sendo este Oleo essencial o que apresentou a menor
concentracdo fungicida sobre os isolados de C. albicans. Nas doses sub
inibitorias os oOleos essenciais de L. augustifolia, L. officinalis e L. hybrida ndo
inibiram a formacao de tubo germunativo, clamidoconideo e a producéo de
franjas. O composto quimico majoritario linalol do 6leo essencial de L. hybrida
inibiram a formacéao de tubo germinativo e a producéo de franja. Pelo exposto
e nas condi¢cOes desse estudo, conclui-se que o Oleo essencial de L. hybrida
apresentou a menor concentracdo fungicida e o composto quimico linalol
inibiu a formacgao de tubo germinativo e producéo de franjas sobre os isolados

biolégicos de C. albicans.

Palavras-chave: Candida albicans; Lavandula; 6leos volateis
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antifungal activity of the
essential oils of Lavandula augustifolia Mill, Lavandula officinalis Chaix and
Lavandula hybrida E.Rev. ex Briq, as well as the major chemical compound of
the essential oil with the lowest minimum fungicidal concentration on 16
biological isolates of Candida albicans. Determine the minimum fungicidal
concentrations, the effect of oils and the majority chemical compound, in
subinhibitory doses on the formation of germ tube, chlamydoconid and fringe
production, in the isolates of C. albicans, before and after contact with the
different essential oils and majority chemical compound. The three essential
oils showed inhibitory activity on C. albicans. L. angustifolia CFM50 of 2,631.2
pg / mL and CFM9O0 of 5,252.5 pg / mL; L. officinalis, CFM50 of 6,467ug / mL
and CFM90 of 10,612ug / mL; and L. hybrida CFM50 and CFM90 of 2,664ug
/ mL, this essential oil being the one with the lowest fungicidal concentration
on C. albicans isolates. At sub-inhibitory doses, the essential oils of L.
augustifolia, L. officinalis and L. hybrida did not inhibit the formation of a
germunative tube, chlamydoconid and fringe production. The major chemical
compound linalool in the essential oil of L. hybrida inhibited the formation of
germ tube and fringe production. From the above and in the conditions of this
study, it is concluded that the essential oil of L. hybrida had the lowest
fungicidal concentration and the chemical compound linalool inhibited the
formation of a germ tube and fringe production on the biological isolates of C.

albicans.

Keywords: Candida albicans; Lavandula; volatile oils
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1. INTRODUCAO

1.1 Candida albicans

Leveduras do género Candida sdo microrganismos comensais,
presentes em individuos saudaveis. Na maioria dos pacientes, a infeccéo por
estas leveduras é decorrente principalmente do reservatério endégeno como
a mucosa bucal, vaginal, esofagica e gastrointestinal. Entre as manifestacfes
clinicas mais comuns tém-se infec¢cbes superficiais, limitadas ao tecido
mucoso e/ou cutaneos e sistémicas quando se dissemina pelo sangue e
sistema linfatico, alcancando sitios, como coracdo, sistema nervoso central,
figado e pulmdes (Giolo e Svidzinski, 2010; Araujo et al., 2012; Martins et al.,
2015; Legrand et al., 2019).

A capacidade de um microrganismo oportunista se tornar patogénico
esta relacionado a uma combinacéo de fatores como, a viruléncia da cepa e
desordens imunolégicas do hospedeiro (Bezzera et al., 2019; Legrand et al.,
2019; Navarro-Arias et al., 2019; Shan-Ju et al., 2019).

Candida albicans ainda é a espécie mais isolada especialmente em
individuos imunocomprometidos (Ndoricyimpaye et al., 2020). Mas nos
altimos anos houve um aumento do numero de infec¢des invasivas causadas
por espécies ndo albicans tais como Candida guilliermondii, Candida glabrata,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei (Ruiz et al., 2005;
Pupulin et al., 2014; Navarro-Arias et al., 2019) e C. auris, uma levedura
multirresistente descrita pela primeira vez no Japao em 2009 e relatada em
36 paises de seis continentes (Satoh et al., 2009; CCD, 2020, Lima et al.,
2020).

Os principais fatores de viruléncia desse género incluem a capacidade
de adesdao, pré-requisito para a transformacdo da levedura de sapréfita a
patogénica. As adesinas sao importantes na colonizacdo e formacéo de
biofilme, um fator de viruléncia para candidiase (Samaranayake, 1990; Pires
et al., 2001;Naglik et al., 2019), bem como a producdo de exoenzimas,
proteinase e fosfolipase (Chaffin, 2008). Outras propriedades dessa levedura

€ a formacéao de tubo germinativo, a variabilidade fenotipica (Samaranayake,
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1990), a capacidade de formar hifas e pseudohifas como mecanismo de
escape a fagocitose (Kumar et al., 2006; Gacser et al., 2007; Pupulin, 2014;
Shan-Ju et al., 2019). As hifas apresentam uma toxina especifica, a
candidalisina que invade as células da mucosa facilitando a invaséo fungica
em tecidos mais profundos. Ter como alvo a inibicdo dos fatores de viruléncia
pode reduzir o risco de desenvolvimento de resisténcia em infeccbes por
Candida. (Staniszewska, 2020).

A morfotipagem é uma técnica que caracteriza C. albicans
macroscopicamente com relagdo as diferencas de tamanho e textura de
franjas marginais e da superficie das colénias no meio agar extrato de malte,
gue pode identificar um morfotipo distinto com capacidade de viruléncia, onde
franjas descontinuas estdo presentes geralmente em isolados de infeccBes
sistémicas fatais (Phonpaichit et al.,1987, modificado por Hunter et al., 1989).

Nas ultimas trés décadas, o crescimento do numero de intervencdes
cirdrgicas e as novas terapias imunossupressoras, contribuiram para o
aumento das infec¢des fungicas invasivas, sendo o principal desafio para a
saude global, particularmente para pacientes de baixa renda e acesso

limitado aos antifungicos (Ndoricyimpaye et al., 2020).

1.2 Antifungicos sintéticos

Um dos grandes desafios para o desenvolvimento dos antifiingicos esta
na dificuldade de se desenvolver um medicamento que atue em um
microrganismo eucariota, mas que nao seja toxica a célula do hospedeiro.
Para Bona (2016) os efeitos dos antifungicos, usados em grandes
concentracdes e por longos periodos, adicionado ao numero crescente de
organismos resistentes, faz com que a infec¢ao por fungos seja considerada
um problema.

Os antifungicos sao classificados de acordo com o seu mecanismo de
acao como a ruptura da membrana celular, a inibicdo da sintese de ergosterol,

a inibicdo da sintese de B-1,3-d-glucano (Shabaan et al., 2018) e a indugéo
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incorreta do RNA e também interferéncia na replicacdo do Acido
Desoxirribonucleico (DNA) (Williams et al., 2011).

Alguns dos antifingicos mais comuns no mercado sdo a anfotericina B
e a nistatina que alteram a membrana do fungo, e a classe dos az6is como o
cetoconazol, fluconazol, itraconazol e voriconazol; que inibem a biossintese
do ergosterol. Os mecanismos de resisténcia a esses medicamentos podem
incluir a alteracdo da permeabilidade das barreiras em associacéo a formacao
de biofilmes e mutacOes que resultam em membranas celulares que séo
desprovidas de ergosterol (Hamdy et al., 2020).

C. albicans é a principal espécie associada a candidiase invasiva
nosocomial. No entanto, ha um aumento preocupante no nimero de espécies
de Candida nao albicans como C. glabrata , C. parapsilosis , C. tropicalis , C.
krusei e por udltimo C. auris, com resistencia especialmente ao fluconazol
antifingico comumente usado para profilaxia e tratamento de infec¢des por
Candida em muitas partes do mundo (Arendrup et al., 2013; Bongomin et al.,
2017).

Para Berkow e Lockhart (2017) a resisténcia aos medicamentos € um
processo inevitavel de sele¢cdo por meio do uso continuo de antifungicos. Mas,
para Dismukes (2000) o uso injustificavel do fluconazol e outros azdis como
em terapia profilatica, consistem em mais um problema para o aumento de
casos de resisténcia.

Pelo exposto torna-se imprescindivel novos produtos eficientes e com
baixa toxicidade, necesséaria para o tratamento dessas infec¢cdes (Ruiz e

Pereira, 2016; Giacomazzi et al.,2016; Bongomin et al., 2017).

1.3 Antifungicos naturais

As plantas utilizadas por geracdes, foram a primeira escolha de
tratamento, 0 seu potencial terapéutico levou em consideracdo os efeitos
observados no corpo incluindo também os efeitos toxicos dependendo da
dose, ndo se sabia sobre a natureza dos constituintes e 0os motivos desses
efeitos. Os compostos bioativos presentes nas plantas resultam de

metabolitos primarios (proteinas, lipideos, carboidratos e clorofila) e
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secundarios (alcaloides, terpenos, ésteres e compostos fendlicos) (Martins et
al., 2015). Por vezes, uma unica planta pode servir para mais de uma
enfermidade quando aplicada como fitoterapico (Polachini, 2004). A maioria
dos medicamentos sintéticos sdo originarios de componentes ativos das
plantas (Sallé, 1996).

O estudo inicia-se a partir de uma revisdo etnofarmacoldgica,
identificando as espécies mais utilizadas pela populacdo, as quais
apresentam atividade antifingica; assim, varios extratos de plantas, tinturas,
Oleos essenciais e produtos opoterapicos tem sido testados sobre leveduras,
principalmente do género Candida (Araujo et al., 2004; Carvalho, 2004;
Polachini, 2004; Silva, 2004; Oliveira, 2005; Duarte, 2006, Lima et al., 2006;
Abrahéo, 2007; Oliveira, et al., 2007; Silva, 2007 e Costa et al., 2009)

1.4 Oleos essenciais

O termo “6leo essencial” foi introduzido no século XVI e consiste em
misturas complexas com diversos compostos que desde a antiguidade sao
utilizados pelas propriedades medicinais como analgésicos, sedativos, anti-
inflamatérios e antimicrobianos (Nazzaro et al., 2017). Utilizados desde a
Idade Média, extraidos de plantas aromaticas eles apresentam compostos
volateis com um odor forte caracteristico. Nas plantas esses compostos sao
resultantes de metabdlitos secundarios com fungdo na defesa contra
microrganismos e herbivoros, e também para a atracdo de polinizadores e
dispersores de sementes (Bakkali et al.,, 2008), esses 6leos sdo misturas
naturais que podem conter de 20 a 60 componentes com concentracdes
variadas (Bizzo, 2009), caracterizados por dois ou trés componentes com
maiores concentracdes (20 — 70%) em comparac¢ao aos demais componentes
em peguenas concentracdes ou tracos (Bakkali et al., 2008).

O uso de Oleos essenciais frente a infecgcdo por Candida tem como
objetivo encontrar uma substancia com melhor desempenho em virtude da
resisténcia dessas espécies aos antifungicos sintéticos (Almeida, 2011;
Castro e Lima, 2011).
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Diversos estudos foram realizados utilizando 6leos essenciais de
diferentes espécies de plantas com atividade fungicida frente a Candida
albicans, como os 0Oleos de Ocimum basilicum (manjericdo), Cymbopogon
martinii (palmarosa), Thymus vulgaris (tomilho) e Cinnamonum cassia (canela
da china) em cepas de C. albicans isoladas de pacientes HIV positivos
(Almeida, 2011). Os oOleos de Melaleuca alternifolia (Melaleuca),
Cymbopogon winterianus (Citronela) e Rosmarinus officinalis (Alecrim)
apresentaram atividade fungicida sobre Candida sp no estudo realizado por
Cavalcante, Almeida e Padilha (2011). A Calendula officinalis (margarida)
apresentou potencial antifungico (Gazim et al.,, 2008) assim como a
Cymbopogon citratus (capim-liméo) (Silva et al., 2008). Lima et al., (2006)
avaliaram a atividade fungicida de Cinnamomum zeylanicum (canela) e a
Peumus boldus (boldo do Chile).

Lima et al. (2006) reafirma o potencial fungicida dos 6leos essenciais e
a sua possibilidade de utilizacdo em produtos que atuam na prevencao e
tratamento de doencas infecciosas assim como, a realizacdo de estudos
toxicoldgicos e clinicos para 0 uso seguro desses compostos como farmacos.

Toledo (2013) avaliou a atividade fungicida do Oleo essencial de
Malaleuca alternifolia sobre isolados de C. albicans e a atividade na
odontologia. Araujo (2015), pesquisou a atividade fungicida sobre isolados de
C.albicans, dos 6leos essenciais de Eucalyptus citriodora, Thymus vulgaris,
Eucalyptus globulus, Eugenia caryopyillus e M. alternifolia. Esses mesmos
Oleos apresentaram atividade fungicida sobre Cryptococcus neoformans,
entretanto o 6leo essencial de M. alternifolia ndo apresentou o efeito esperado
para o Cryptococcus, enquanto 0s Oleos esséncias de T. vulgaris e E.

caryophyllus apresentaram atividade antifingica (Santos, 2011 e 2016).
1.4.1 Espécies vegetais de Lavandula sp
O género Lavandula é de conhecimento dos botanicos ha séculos,

encontraram-se citagcbes em escritos gregos como o do estudioso Teofrasto
(370-285 a.C.) (Lis-balchin, 2002). Teofrasto é considerado o Pai da Botanica,
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no seu livro “Historia Plantarum” (Historia das Plantas - Livro VI) a Lavandula
€ considerada uma espécie de subarbusto de cultivo (traducéo livre para o
Portugués) e, (a espécie Lavandula stoechas) aparece com o nome de
“nigela-dos-trigos” (numa traducéo para o Portugués) como uma planta
vigorosa de raiz forte, com florescimento de poucos dias no més de Maio,
“mais proéprias do Verao” (Teofrasto apuld Silva e Paiva; 2016).

Esse género compde cerca de trinta e duas espécies de Lavanda e
seus hibridos descritas na literatura. Algumas espécies tém sido cultivadas
desde a antiguidade como plantas de jardins além de horticulturas e 0 nome
“Lavandula” deriva-se da palavra latina “lavare” que faz uso dessa planta para
perfumar a agua para o banho (Lis-Balchin, 2002), no qual a palavra “lavare”
(presente no idioma italiano) significa “lavar” (Michaelis, 2009).

A Lavandula sp conhecida popularmente como lavanda ou alfazema é
classificada no Reino Plantae; Filo Magnoliophyta; Classe Eudicotiledoneas;
Subclasse Asteridae; Ordem Lamiales; Familia Lamiaceae; Género
Lavandula (Adamuchio, Deschamps, Machado, 2017). Na familia Lamiaceae
estima-se que foram descritas aproximadamente 200 géneros e 3200
espécies (Lima, Cardoso, 2007).

Da familia Lamiaceae, o género Lavandula apresenta espécies que
podem ser perenes ou anuais. Arbustos, subarbustos perene com caules
geralmente lenhosos, frequentemente aromaticos e, suas folhas tém
caracteristicas variadas (Figura 1), podem ser opostas, simples, inteiras,
dentadas, pinadas ou bipinadas; e os tricomas geralmente sdo conectados a
glandulas (Lis-Balchin, 2002; Adamuchio, Deschamps, Machado, 2017),com
certa tolerAncia a temperaturas, e originarias do Mediterraneo com
distribuicdo desde o norte da Africa, Mediterraneo, até a Europa e oeste da
india.

A inflorescéncia se encontra num pico terminal do pedunculo que pode
ser ramificado: as flores formam um “cacho” ou espiga com uma flor ou de 3
a 9 flores que podem variar nas cores verde, vermelha, roxa e branca (Lis-
Balchin, 2002; Adamuchio, Deschamps, Machado, 2017). As flores

apresentam um formato tubular com até cinco lobos curtos, ou dois maiores e
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os demais menores (Figura 2), e a sua cor varia do violeta, branco, roxo e até

azul escuro (Adamuchio, Deschamps, Machado, 2017).

Figura 1. Tipos de folhas do género Lavandula. (Fonte: Lis-Balchin; 2002).
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Figura 2. Tipos de flores do género Lavandula . Fonte: Lis-Balchin; 2002).

As espécies usadas para a producdo de Oleos essenciais sdo a L.
officinalis Chaix, L. vera DC e L. angustifolia Mill; que s&o chamadas de
Lavanda verdadeira ou genuina. As espécies chamadas de Alfazema sédo a L.
latifolia Mill e a L. spica; o Lavandim consiste nas espécies L. hybrida Revr e
L. intermedia Emeric (Salehi et al., 2018).

Os oOleos essenciais resultantes dos metabdlitos secundarios
apresentam majoritariamente, compostos chamados terpenos com grande
atividade, contra bactérias, fungos e protozoarios sugerindo uma atividade na
membrana celular desses patégenos (Lima, Cardoso, 2007)..

O dleo essencial de Lavandula é composto majoritariamente por linalol
(terpeno) e acetato de linalila, mas a sua composicéo varia de acordo com a
espécie, variando com a genética e a forma de cultivo como a temperatura,
quantidade de &agua, altitude, época do ano, fertilizantes e distribuicdo
geogréfica. As variagbes dos compostos quimicos também variam nas
espeécies hibridas que séo cultivadas com mais frequéncia devido ao maior

rendimento nos oleos essenciais (Lis-Balchin, 2002).
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Acredita-se que todas as espécies tenham algum grau de propriedade
medicinal (Lis-Balchin, 2002 e Salehi et al., 2018).
Todas as informacdes e fotos sé&o do International Plant Name Index

(IPNI), disponivel em: https://www.ipni.org/ e em Royal Botanic Gardens Kew,

7z

disponivel em: https://www.kew.org/science . O IPNI é produzido em

colaboracédo entre The Royal Botanic Gardens, Kew, The Harvard University
Herbaria e The Australian National Herbarium, e organizado por Royal Botanic
Gardens Kew, que fornece informacdes sobre a nomenclatura de plantas

vasculares (grafia, autor, tipos e a data de publicacdo).

1.4.1.1 Lavandula angustifolia Mill

Lavandula angustifolia foi descrita por Philip Miller (1691 — 1771)
botanico inglés que nomeou 1854 espécies, publicado no “Gardeners
Dictionary” em Abril de 1768. Espécie nativa do Sul da Franca a ltalia. E
também aceita como Lavandula angustifolia subsp. angustifolia e Lavandula
angustifolia subsp. pirenaica (DC.) Guiné. Essa identificacdo aceita por:
Govaerts, R. (2003). World Checklist of Selected Plant Families Database in
ACCESS:1-216203. The Board of Trustees of the Royal Botanic Gardens,
Kew. Possui nove sinbnimos: Lavandula angustifolia f. albiflora (Rehder)
Geerinck; Lavandula angustifolia var. delphinensis (Jord. ex Billot) O.Bolos &
Vigo; Lavandula delphinensis Jord. ex Billot; Lavandula fragrans Salisb;
Lavandula minor Garsault; Lavandula officinalis Chaix; Lavandula offcinalis f.
albiflora Rehder; Lavandula spica L ;Lavandula vulgaris Lam.

Informacdes do Royal Botanic Gardens Kew e disponivel em:

http://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:77171433-1

Informacao de IPNI disponivel em: https://www.ipni.org/n/449008-1
Publicacdo - Lavandula angustifolia Mill., Gard. Dict., Ed. 8. n.2 (1768) —
disponivel em: https://www.ipni.org/p/957-2

Philip Miller — disponivel em: https://www.ipni.org/a/6485-1

O dleo essencial de Lavandula angustifolia foi amplamente difundido
na era Vitoriana como perfume e outros cosmeéticos, associado a outras

fragrancias. Considerado o 6leo de Lavanda mais benéfico, € muito utilizado
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na aromaterapia como relaxante mental e fisico, quando inalado ou
massageando a pele. Originaria do centro e sudeste da Europa a L.
angustifolia é conhecida também como Lavanda Inglesa sendo uma das
espécies mais comercializadas (junto com o Lavandim) pelo seu 6leo
essencial e como planta ornamental (Figura 3 e 4) (Lis-Balchin, 2002).

O arbusto apresenta coloracao cinza quando jovem que fica verde ao
longo que envelhece, o caule onde se origina a inflorescéncia ndo é ramificado
geralmente, com 10 a 25 cm de comprimento e uma haste compacta (4-5 até
8 cm) as vezes com um grupo de flores mais baixo do ponto principal. As flores
podem ter a cor azul violeta com inflorescéncia de 30 cm, violeta escuro de
45 cm, lilas ou réseas com 45 cm e uma variante branca and com 20 cm. A
variacdo dessa espécie nao € totalmente compreendida resultando em mais
de um nome na literatura (Lis-Balchin, 2002).

Figura 3. Folhas e flores de Lavandula angustifolia - Jardim Boténico da Universidade
de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD) — Portugal. Fonte:
https://jb.utad.pt/multimedia/Lavandula_angustifolia
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Figura 4. Flores de Lavandula angustifolia — Royal Botanic Gardens Kew —

Fonte: https://www.kew.org/read-and-watch/best-plants-for-may-garden

1.4.1.2 Lavandula officinalis Chaix

A espécie Lavandula officinalis foi descrita por Dominique Chaix (1730
— 1799) botanico, que nomeou 58 espécies, publicado em “Histoire des

Plantes de Dauphiné: Contenant une Préface Historique, un Dictionnaire des

Termes de Botanique, les Classes, les Familles, les Genres, & les

Herborisations des Environs de Grenoble, de la Grande Chartreuse, de

Briancon, de Gap & de Montelimar. Paris” , em Fevereiro de 1786. Essa

espécie considera-se como sinbnimo da espécie Lavandula angustifolia
subsp. angustifolia, ndo aceita pelos autores:

Castroviejo, S. & al. (eds.) (2010). Flora Iberica 12: 1-650. Real Jardin
Botanico, CSIC, Madrid. [Citado como Lavandula angustifolia subsp.
pyrenaica., Upson, T. & Andrews, S. (2004). The Genus Lavandula: 1-
442. The Royal BotanicGardens, Kew. [Citado como Lavandula angustifolia
subsp. angustifolia. e Govaerts, R. (2003). World Checklist of Selected
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Plant Families Database in ACCESS:1-216203. The Board of Trustees of the
Royal Botanic Gardens, Kew. [Citado como Lavandula angustifolia.].
Informacdo de Royal Botanic Gardens Kew disponivel em:

http://powo.science.kew.org/taxon/449067-1#other-data

Informacéo de IPNI disponivel em: https://www.ipni.org/n/449067-1

Publicacéo - Lavandula officinalis Chaix, Hist. Pl. Dauphiné (Villars) 1: 355

(1786). Disponivel em: https://www.ipni.org/p/7611-2

Dominique Chaix — disponivel em: https://www.ipni.org/a/1493-1

A Lavandula officinalis é considerada uma subdivisao da L. angustifolia,
nativa do oeste do Mediterraneo. Encontrada na parte Sul e Central da Europa
(Itélia, Franca e Espanha) em areas montanhosas, o que torna mais dificil o
cultivo, a L. officinalis também €& conhecida como L. angustifolia subsp.
angustifolia. Os diferentes nomes na literatura remetem ao fato te ser uma
variacdo natural na espécie que ndo esta compreendida em toda a sua
extensdo. Além de produzir um 6leo essencial de maior qualidade, essa

espécie também é uma planta ornamental (Figura 5 e 6) (Lis-Balchin, 2002).

Figura 5. Folhas e flores de Lavandula officinalis - Le Jardin — Parque de Lavanda

(Gramado/RS) — Fonte: https://lavandas.com.br/lavandas/#prettyPhoto
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Figura 6. Flores de Lavandula officinalis — Fonte: Kalantar, M; Shirali, S; Hasanvand, A;
Valizadeh, M; et al.. Ameliorative Effects of Hydroalcoholic Extract of Lavandula officinalis L.
on Methotrexate-Induced Oxidative Stress in Rats. Pharmaceutical Sciences, March 2017, 23,
18-26. https://www.semanticscholar.org/paper/Ameliorative-Effects-of-Hydroalcoholic-
Extract-of-Kalantar-Shirali/dcbh2021fc492c8a602cf6145b097c8f948b40ef4

1.4.1.3 Lavandula hybrida E.Rev. ex Briq. (Lavandim)

A espécie Lavandula hybrida foi descrita por John Isaac Briquet (1870
— 1931) botanico, que nomeou 1848 espécies, publicado em “Lab. Alp.” em
Marco de 1895. Essa espécie considera-se como sinbnimo da espécie
Lavandula latifolia Medik. E ndo aceita por:

Castroviejo, S. & al. (eds.) (2010). Flora Iberica 12: 1-650. Real Jardin
Botanico, CSIC,Madrid. [Citado como Lavandula x intermedia subespécie.
aurigerana. e Govaerts, R. (2003). World Checklist of Selected Plant
Families Database in ACCESS:1-216203. The Board of Trustees of the Royal
Botanic Gardens, Kew. [Citado como Lavandula latifolia.]

Informacao de Royal Botanic Gardens Kew disponivel em:
http://powo.science.kew.org/taxon/449045-1
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Publicagéo - Lavandula hybrida Reverchon
ex Brig.,Lab. Alpes. Marit. iii. (1895) 469. Disponivel em:
https://www.ipni.org/n/449045-1

John Isaac Briquet — disponivel em: https://www.ipni.org/a/1152-1

A Lavandula hybrida (Lavandim) consiste huma espécie hibrida que
inicialmente foi cultivada no sul da Franca e atualmente se encontra no mundo
todo. Produzido pelo cruzamento entre a L. angustifolia e a L. latifolia, o 6leo
apresenta cor amarelo péalido quase incolor com odor forte herbéceo, e
geralmente é combinado com produtos naturais e sintéticos na perfumaria,
sendo um arbusto muito variado dificultando a delimitacdo da espécie com os
sindbnimos L. intermedia Emeric ex Loisel e L. hortensis Hy (Figura 7 e 8) (Lis-
Balchin, 2002).

Esse hibrido estéril ocorre naturalmente na fronteira entre Franca,
Espanha e Itdlia, € um arbusto entre 60 e 150 cm e a haste da sua
inflorescéncia é ramificada como uma espiga. Com caracteristicas variadas
essa espécie pode apresentar flores de 100 cm brancas, flores violetas com
80 cm e folhas cinza, de flores lilas a roxas de 90 cm com folhagem verde; o
Lavandim “Grosso” possui uma inflorescéncia azul-violeta escura que € a

Lavanda mais popular para a producéo do oleo essencial (Lis-Balchin, 2002).
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Figura 7. Flores de Lavandula hybrida. Fonte: https:/www.researchgate.net/figure/A-

sample-species-Lavender-Lavandula-hybrida-most-commonly-used-for-green-
side fig2 233979789

La lavande
Le lavandin Lavandula
Lavandula angustifolia
angustifolia Miller
Miller x Lavendula \ Lavandula
latifolia (L.f.) Medikus ’ officinalis

Chaix

Figura 8. Diferencas entre Lavandula angustifolia e Lavandula hybrida — Benvenue em

Provence/Lavande. Fonte: Disponivel em: https://www.lavande-aop.fr/lavande/lavandin
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As plantas do género Lavandula, vem sendo utilizadas para uma
variedade de propositos cosméticos e terapéuticos. As principais espécies de
uso medicinal sdo Lavandula augustifolia, Lavandula officinalis e Lavandula
hybrida. O 6leo essencial de lavanda € bastante utilizado na aromaterapia,
com efeitos neurologicos benéficos no alivio dos sintomas de estresse e
depressdo. Também sédo relatados efeitos antiespasmodico, analgésico,
pesticida e antimicrobiano (Cavanagh e Wilkinson, 2002), como atividade
antifangica (Dafera, Ziogas e Polissiou, 2000). Os constituintes do Oleo
essencial de uma mesma espécie de lavanda podem variar
consideravelmente dependendo do cultivo e método de extracdo e essa
variacdo podera determinar o valor de mercado e as possiveis aplicacdes do
produto (Cavanagh e Wilkinson, 2002). Diferencas na composicdo quimica
tornam alguns 0Oleos essenciais mais efetivos contra determinadas espécies
microbianas, direcionando seu uso terapéutico (Cavanagh e Wilkinson, 2005).

Pelo exposto e relevante contribuir com novas opc¢des terapéuticas,
eficazes e seguras de baixo custo para a populagcéo e maior acessibilidade ao
produto, no controle de condi¢ges morbidas prevalentes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar in vitro a atividade dos Oleos essenciais de Lavandula
augustifolia, Lavandula officinalis e Lavandula hybrida sobre isolados
biolégicos de Candida albicans, bem como o composto quimico majoritario do
6leo essencial com a menor concentracdo fungicida minima sobre isolados

biolégicos de Candida albicans.
2.2 Objetivos especificos

e Avaliar in vitro a atividade antifingica dos 6leos essenciais de
Lavandula augustifolia, Lavandula officinalis e Lavandula hybrida

sobre isolados biolégicos de C.albicans;

e Determinar as concentracbes fungicidas minimas dos Oleos
essenciais de Lavandula augustifolia, Lavandula officinalis e

Lavandula hybrida sobre C.albicans;

e Avaliar e comparar a formacao de tubo germinativo, clamidoconidio
e a producéao de franjas, em isolados de C. albicans antes e apos

contato com os diferentes 0leos essenciais.

e Avaliar e determinar in vitro a concentracao fungicida minimas do
composto quimico majoritario do 6leo essencial com a menor

concentracdo fungicida minima sobre C. albicans.

e Avaliar e comparar a formacao de tubo germinativo e a producéao de
franjas, em isolados de C. albicans antes e ap0s contato com o
composto quimico majoritario do 6leo essencial com a menor

concentracdo fungicida minima sobre C. albicans.
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3. METODOLOGIA

3.1 Candida albicans

Foram utilizados 16 isolados biolégicos de C. albicans desconhecidos
guanto ao material biol6gico de onde foram isolados e mantidos em meio de
cultura agar Sabouraud Dextrose (Difco — USA) no Nucleo de Microscopia
Eletronica do Instituto Adolfo Lutz. Embora previamente identificadas como C.
albicans estas foram reidentificadas utilizando-se as provas para pesquisa de
tubo germinativo (teste de Reynolds — Braude), e cultivo em lamina, descritos

segundo a técnica de Kreger van Rij (1984), Kurtzmann & Fell (2011).

3.1.1 Pesquisa de tubo germinativo (Teste de Reynolds-
Braude, 1956)

Amostras de C. albicans foram submetidas as provas de pesquisa de
tubo germinativo (teste de Reynolds — Braude). Leveduras com 24 horas de
crescimento em agar Sabouraud dextrose (Difco) - acrescido de 200 pg/mL
cloranfenicol - foram semeadas em tubos de ensaio contendo 1mL de soro
fetal bovino (Gibco) e incubadas a 37°C por até 3 horas. A pesquisa da
formacao de tubo germinativo foi observada a cada hora, por até 3 horas, no
microscopio otico de luz. Pesquisa realizada antes e apds contato com 6leos
essenciais e 0 composto quimico majoritario do 6leo essencial com a menor

concentracado fungicida minima sobre C. albicans.

3.1.2 Pesquisa de clamidoconideos (Microcultivo em lamina
— Kreger- Van Rij, 1984)

Amostras cultivadas em lamina, como descritas segundo a técnica de
Kriger van Rij, 1984, Kutzeman e Fell, 2011. O meio composto por 17,0 g de
Agar “Corn-meal (Difco)” acrescido de 2,8 g Tween 20 (BBL) e 1000 mL de
agua destilada (Lacaz, 2002), foi esterilizado em autoclave a 120°C por 15
minutos. No momento do uso, volume de 3 mL foi distribuido em Iaminas de
microscopia. As leveduras cultivadas anteriormente em agar Sabouraud-

dextrose (Difco) por 24 horas foram semeadas em estrias nesta lamina, e
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recobertas com laminula estéril. Essa preparacdo foi colocada em camara
Uumida por até cinco dias, mantida a 25°C, para observacao da producao de
filamentacdo e de clamidoconideos, sendo as leituras utilizando a
microscopia Otica comum, realizadas diariamente. Pesquisa realizada antes

e apos contato com 6leos essenciais.
3.1.3 Tipagem fenotipica

A tipagem fenotipica foi avaliada antes e apds contato com os 6leos
essenciais, utilizando a técnica descrita por Phongpaichit et al., (1987) e
Hunter et al., (1989): o0 meio de cultura € o agar extrato de malte assim
constituido - 60,0 g de extrato de malte, (Merck), 20,0 g de agar (Difico) e
1000,0 mL de agua destilada. O meio foi esterilizado a 120°C por 20 minutos
e distribuido em placas de Petri (20 mL em cada placa). As suspensdes de
leveduras cultivadas por 48 horas em agar Sabouraud Dextrose (Difco) foram
preparadas em solucéo fisiolégica 0,85%, com turvacdo correspondente a
escala 3 de McFarland. Com o auxilio de swabs estéreis, as suspensdes de
leveduras foram semeadas em numero de duas a quatro por placa e
incubadas a 25°C, por 10 dias. Pesquisa realizada antes e ap0s contato com
Oleos essenciais e 0 composto quimico majoritario do 6leo essencial com a
menor concentracdo fungicida minima sobre C. albicans.

Os resultados foram avaliados segundo os  aspectos
macromorfoldgicos da franja e superficie das colonias de tal modo que resulte
em um biotipo composto por quatro digitos, de acordo com o modelo de
tipificagcdo de Hunter et al., (1989):

1° Franja — distribuicdo: Ausente (0); Descontinua (>20% da

margem) (1); Descontinua (21 a 50% da margem) (2); Descontinua (51

a 90% da margem) (3); Continua, somente na periferia ou fios

conspicuos em leques (5); Continuas com filamentos paralelos (7).

2° Franja- comprimento: Ausente (0); Igual ou menor do que
2mm (2), de 3 a 5 mm (3); Igual ou maior do que 6 mm (5).
3° Franja — Textura: Ausente (0); Muito grosseira (1);

Intermediaria (3); Fina (4).
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4° Superficie — Topografia: Lisa (0); Nodular (1); Escavada (2);
Crateriforme (4); Crateriforme com dobras e pregas (5); Dobras ou

pregas (6); Pelos (8).

3.2 Oleos essenciais

O presente trabalho utilizou os 6leos essenciais de trés espécies de
Lavanda, Lavandula angustifolia Mill, Lavandula officinalis Chaix e o
Lavandula hybrida E.Rev. ex Brig., adquiridos da empresa Ferquima® Ind.
Com. Ltda. (Vargem Grande Paulista, S&o Paulo, Brasil). Os parametros de
qualidade: aparéncia, cor, pureza, odor, densidade - 20°C, indice de refracédo
- 20°C foram descritos em um relatério técnico anexo (Anexo 1, 2, 3, 4 e 5).
Esse fornecedor produz e comercializa 6leos essenciais em escala industrial.
Todos os 6leos essenciais foram mantidos em frasco ambar, a temperatura
ambiente.

A pesquisa com 0 composto quimico majoritario do 6leo essencial com
a menor concentracao fungicida minima sobre isolados biologicos de Candida

albicans foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich®.

3.3 Avaliagao in vitro da atividade antifungica dos 0leos essenciais
e composto quimico majoritario sobre isolados de C. albicans (Eloff,
1998, modificado por Polachini, 2004)

3.3.1 Preparacéao da suspenséo de leveduras

Os isolados de C. albicans foram cultivados em agar Sabouraud
Dextrose (Difco — USA) e incubados em estufa a 37°C por 24 horas. A
suspensao dos isolados foi preparada a partir de uma cultura de 24 horas,
com turbidez equivalente a escala 0,5 de Mc Farland, concentracdo
equivalente a 1-5 x 10%®° UFC/mL (Pfaller et al.,, 1998). A um mL desta
suspensao em PBS pH 7.2 acrescentou-se 9 mL do meio de cultivo RPMI-
1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) ajustando-se a suspensao final
para 0,5-2,5 x 10° UFC /mL.
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3.3.2 Avaliacdo in vitro da atividade antifungica dos Oleos

essenciais e composto quimico majoritario.

Para a pesquisa in vitro da atividade antifangica dos 6leos essenciais
Lavandula augustifolia, Lavandula officinalis e Lavandula hybrida e do
composto quimico majoritario foram realizados em microplacas, de fundo
chato, com 96 pocos e capacidade de 300ul. Todos os ensaios foram
realizados em duplicata. Foram colocados, em cada pogo, 100 yL da solug&o
de meio RPMI- 1640 (Gibco BRL, Grand lIsland, NY, USA) acrescido do
tensoativo polissorbato Tween 20 a 0,02% de concentracéo (Sigma- Aldrich®),
até o 24° poco. Posteriormente, colocou-se no primeiro 200 pL do éleo
essencial a ser testado. Realizou-se uma diluicdo seriada, na base dois até
ao 24° poco. Em seguida, foi adicionado 100 pL da suspenséo da levedura a
cada poco. As placas foram seladas com Parafilm —MII®, sendo incubada em

estufa a 37 °C, por 24 horas.

3.4 Controles

Em uma placa de microdiluigdo a parte foi realizado: um controle
negativo, para verificar a esterilidade do meio RPMI -1640 (Gibco BRL, Grand
Island, NY, USA), um controle negativo para o tensoativo, um controle
negativo para o 6leo essencial e um controle positivo para cada levedura
(meio + inéculo). Esta placa foi tampada e incubada em estufa a 37°C, por 24

horas.

3.5 Determinacéo da concentracdo fungicida minima

A concentracdo fungicida minima (CFM), considerada como a menor
concentracdo da substancia capaz de levar a morte do fungo (Cury, 1997),
apos 24 horas.

A avaliacdo das atividades fungistatica ou fungicida dos Oleos

essenciais e do composto quimico majoritério foi realizada em placas de Petri
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com agar Sabouraud Dextrose (DIFCO), semeando-se 5ul das diluigbes de
cada poco para verificar a inibicdo do crescimento fangico. As placas de Petri
com os inoculos de cada poco da placa de microdiluicdo foram incubadas em
estufa a 37°C por 24 horas.

Os resultados de concentracdes fungicidas minimas (CFM) obtidos
foram analisados segundo variacdo dos valores de CFM: para cada o6leo
essencial:

» CFM-50 representa a concentracdo fungicida minima da substancia

capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras testadas.

+ CFM-90 representa a concentracdo fungicida minima da substancia

capaz de inibir o crescimento de 90% das amostras testadas.

3.6 Controles de qualidade e biosseguranca

Durante a realizacdo do projeto até a fase dos testes foram seguidas e
respeitadas todas as normas de Biosseguranca. Todas as preparacdes e
analises foram realizadas pelos mesmos técnicos utilizando-se os
equipamentos de protecao individual (EPIs) como luvas, avental, mascara,
Oculos e equipamentos de protecdo coletiva como cabine de seguranca

biolégica, bico de Bunsen e capela de exaustdo (OMS, 2004).
3.7 Descartes dos residuos
Todos os residuos gerados das coletas e analises microbioldgicas

seguiram as normas de descarte estabelecidas pelo plano de gerenciamento
de residuos do Instituto Adolfo Lutz (Instituto Adolfo Lutz, 2002; Brasil, 2003).
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4 RESULTADOS

4.1 Candida albicans

Os 16 isolados utilizados nesta pesquisa foram reidentificados como
Candida albicans 100% (16/16) e todos apresentaram tubo germinativo e
clamidoconideos antes do contato com os 6leos essenciais (Micrografia 1 e
2). Foram encontrados 21 morfotipos diferentes, sendo que 11 deles
presentes em isolados antes do contado com os 06leos essenciais e produto
quimico. O morfotipo 7540 esteve presente em torno de 50% dos isolados
antes do contato com os 6leos essenciais (7- franjas continuas com filamentos

paralelos; com comprimento igual ou maior do que 6 mm) (Micrografia 3).

Micrografia 1: tubo germinativo — isolado numero 10 de Candida albicans - microscopia de
luz- aumento 400X.
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Micrografia 2: clamidoconideo, blastoconideos e pseudohifas / hifas — isolado niumero 3 de

Candida albicans - microscopia de luz — aumento 100X.

Micrografia 3: A - Isolado nimero 2 de Candida albicans antes do contato com 6leo
essencial, morfotipo 7540*. B - Isolado nimero 2 de Candida albicans depois do contato com
0 6leo essencial de Lavandula officinalis, morfotipo 7540%*.

*Cadigo conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter et al,1989.
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4.2 Caracteristicas dos 6leos essenciais de Lavandula angustifolia

Mill; Lavandula officinalis Chaix e Lavandula hybrida E.Rev. ex Briq.

4.2.1 Lavandula angustifolia Mill

O dleo essencial de Lavandula angustifolia utilizado nesta pesquisa é
originario da Russia, e obtido por meio da destilacdo a vapor das flores, com
coloracdo amarelo claro e odor caracteristico. Os Principais componentes sao
Acetato de linalila (38%) e Linalol (34%) (Anexo 1).

4.2.2 Lavandula officinalis Chaix

O oleo essencial de Lavandula officinalis é origindrio da Franca e
Bulgaria, e obtido por meio da destilagdo a vapor das flores, com coloracdo
amarelo claro e odor caracteristico. Ele é composto principalmente por
Acetato de linalila (38%), Linalol (34%), Terpineno-4-ol (3%), cis B ocimene
(1,5%) e Acetato de lavandulila (1%) (Anexo 2).

4.2.3 Lavandula hybrida E.Rev. ex Briq.

O Oleo essencial de Lavandula hybrida (Lavandim) é originario da
Franca e obtido por meio da destilacédo a vapor das flores, com coloragcédo que
vai do incolor até amarelo claro com odor alavandado com nata canforada.
Esse 6leo apresenta como principais componentes o Linalol (33%), Acetato
de linalila (28%), Canfora (7%), 1,8 — cineol (6%) e Borneol (3%) (Anexo 3).

4.3 Atividade do 6leo essencial de Lavandula angustifolia sobre
Candida albicans

Na tabela 1 observa-se a atividade do 6leo essencial de L. angustifolia
sobre isolados de C. albicans. Em 25% dos isolados (4/16) (1,5, 7 e 13) foram
sensiveis até a concentragdo de 1.315,6 pg/mL.

Os valores de CFM50 e CFM90, nos diferentes isolados foram 2.631,2
e 5.252,5ug/mL respectivamente (Tabela 3).
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Em relagdo a média e o desvio padrao da CFM do 6leo essencial de L.
angustifolia foi de 3.453,5 + 2.396ug/mL. Os valores de Mediana, Minima e
Méaxima apresentados foram de 2.631,3 pg/mL, 1.315,6 e 10.525ug/mL
respectivamente (Tabela 4).

A pesquisa de tubo germinativo e clamidoconidio , ap6s contato com o
Oleo essencial de L. angustifolia, na dose subinibitéria manteve a formacéao de

tubo germinativo e de clamidoconidios em todas as amostras (Tabela 1).

Morfologicamente, antes da atividade do 6leo essencial ao 16 isolados
apresentaram 8 morfotipos diferentes e, apds o contato com o 6leo essencial
encontrou-se 11 morfotipos diferentes. O morfotipo 7540 em 3 isolados, foram

mantidos, antes e apos a atividade do 6leo essencial (Tabela 2).
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Tabela 1. Concentracdo Fungicida Minima, formacdo de tubo germinativo e
clamidoconidio, nos isolados biolégicos de C. albicans, antes e apds contato com

Oleo essencial de Lavandula angustifolia

;ﬁgf;ﬂg:; CFM* ger;lfr?gtivo ger;lijggtivo Clamidoconidio | Clamidoconidio
Antes da Apés a .
Isolados pg/mL %** ativiglade ativiglade atf\‘/ri]ctii?jg?io atiazgzgdo
viv) do ole_o do oIe_o 6leo essencial Oleo essencial
essencial essencial
1 1.315,6 0,78 Presente Presente Presente Presente
2 10.525 6,25 Presente Presente Presente Presente
3 2.631,2 1,56 Presente Presente Presente Presente
4 2.631,2 1,56 Presente Presente Presente Presente
5 1.315,6 0,78 Presente Presente Presente Presente
6 2.631,2 1,56 Presente Presente Presente Presente
7 1.315,6 0,78 Presente Presente Presente Presente
8 5.252,5 3,12 Presente Presente Presente Presente
9 2.631,2 1,56 Presente Presente Presente Presente
10 2.631,2 1,56 Presente Presente Presente Presente
11 5.252,5 3,12 Presente Presente Presente Presente
12 5.252,5 3,12 Presente Presente Presente Presente
13 1.315,6 0,78 Presente Presente Presente Presente
14 2.631,2 1,56 Presente Presente Presente Presente
15 5.252,5 3,12 Presente Presente Presente Presente
16 5.252,5 3,12 Presente Presente Presente Presente

Condicdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicdo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose,
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em %v/v e pyg/mL.

*CFM: concentragdo fungicida minima.

** y/v: volume por volume em porcentagem.
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Tabela 2. Concentracao Fungicida Minima e morfotipos de C. albicans antes e apds

contato com 6leo essencial de Lavandula angustifolia.

Lavandula angustifolia CFM* Morfotipos***
Isolados pam | s | AT el | eleo cosencial
1 1.315,6 0,78 7340 5540
2 10.525 6,25 7540 7540
3 2.631,2 1,56 5336 7548
4 2.631,2 1,56 7540 7540
5 1.315,6 0,78 7546 7542
6 2.631,2 1,56 7540 7340
7 1.315,6 0,78 5341 5340
8 5.252,5 3,12 7540 5330
9 2.631,2 1,56 7540 5348
10 2.631,2 1,56 7540 5540
11 5.252,5 3,12 7538 7348
12 5.252,5 3,12 7340 6636
13 1.315,6 0,78 7540 7540
14 2.631,2 1,56 7248 7248
15 5.252,5 3,12 3548 7548
16 5.252,5 3,12 7340 7540

Condigdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicdo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em % e pg/mL.

*CFM: concentragdo fungicida minima.

** y/v: volume por volume em porcentagem.

***Cddigo dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit1987- modificado por Hunter
et al.,1989.
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Tabela 3. Valores de CFM50 e CFM90 do 6leo essencial de Lavandula angustifolia

sobre isolados de Candida albicans.

Oleo essencial de Lavandula angustifolia Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

CFM 50* pg/mL - % (v/v)*** | CFM 90** pg/mL - % (v/v)
Candida albicans

2.631,2-1,56 5.252,5-3,12

Condicdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicdo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em % e pg/mL.

*CFM 50 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.

*CFM 90 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

*** y/v: volume por volume em porcentagem

Tabela 4. Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima do Oleo essencial de

Lavandula angustifolia sobre isolados biolégicos de Candida albicans.

Concentracdo Fungicida Minima (CFM)
Oleo essencial de Lavandula angustifolia Lg/mL % (W)
**u+dp 3.453,5 £ 2.396 2,05+1,42
Mediana 2.631,3 1,56
Minima — Maxima*** 1.315,6 - 10.525 0,78 -6,25

Condigdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicdo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em % e pg/mL.

* v/v: volume por volume em porcentagem

**11 + dp — Média e disvio padrédo

***Min. — Minima e Max. Maxima
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4.4 Atividade do 6leo essencial de Lavandula officinalis sobre

Candida albicans

Na tabela 5 observa-se a atividade do 6leo essencial de L. officinalis
sobre isolados de C. albicans. Em 12,5% dos isolados (2/16) (5 e 6) foram
sensiveis até a concentracao de 1.315,6 pg/mL.

Os valores de CFM50 e CFM90, nos diferentes isolados foram 5.306,2
e 10.612 pg/mL respectivamente (Tabela 7).

Em relagdo a média e o desvio padrao da CFM do Oleo essencial de L.
officinalis foi de 6.467+ 5.191,7ug/mL. Os valores de Mediana, Minima e
Méaxima apresentados foram de 5.306,2ug/mL, 1.315,6 e 10.525ug/mL
respectivamente (Tabela 8).

A pesquisa de tubo germinativo e clamidoconidio , apds contato com o
Oleo essencial de L. officinalis, na dose subinibitéria manteve a formacao de

tubo germinativo e de clamidoconidios em todas as amostras (Tabela 5).

Morfologicamente, antes da atividade do 6leo essencial ao 16 isolados
apresentaram 5 morfotipos diferentes e, apds o contato com o 6leo essencial
encontrou-se 8 morfotipos diferentes. Das cepas estudadas, 43,75% (7/16)
apresentou alteracdo de morfotipo apds a atividade do 6leo essencial (Tabela
6).
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Tabela 5.

Concentracdo Fungicida Minima, formacdo de tubo germinativo e

clamidoconidio, nos isolados biolégicos de C. albicans, antes e apds contato com

6leo essencial de Lavandula officinalis

Lavandula CFM* Tgbo. Tgbo. Clamidoconidio | Clamidoconidio
officinalis germinativo | germinativo
Isolados pg/mL %** atﬁ/?;(ZscigZo atia,zgéeado atﬁ/?ézzlg?io atiaz(;(i:do
viv) oleo_ oleo_ 6leo essencial Oleo essencial
essencial essencial
1 21.225 12,5 Presente Presente Presente Presente
2 5.306,2 3,12 Presente Presente Presente Presente
3 2.653 1,56 Presente Presente Presente Presente
4 10.612 6,25 Presente Presente Presente Presente
5 1.326 0,78 Presente Presente Presente Presente
6 1.326 0,78 Presente Presente Presente Presente
7 10.612 6,25 Presente Presente Presente Presente
8 10.612 6,25 Presente Presente Presente Presente
9 5.306,2 3,12 Presente Presente Presente Presente
10 5.306,2 3,12 Presente Presente Presente Presente
11 2.653 1,56 Presente Presente Presente Presente
12 5.306,2 3,12 Presente Presente Presente Presente
13 2.653 1,56 Presente Presente Presente Presente
14 5.306,2 3,12 Presente Presente Presente Presente
15 2.653 1,56 Presente Presente Presente Presente
16 10.612 6,25 Presente Presente Presente Presente

Condicdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicdo

e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose,

e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungisttica e auséncia de crescimento

atividade fungicida (CFM), resultado em %v/v e pyg/mL.

*CFM: concentragdo fungicida minima.

** y/v: volume por volume em porcentagem.
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Tabela 6. Concentracdo Fungicida Minima e morfotipos de C. albicans antes e apds

contato com 6leo essencial de Lavandula officinalis

Lavandula officinalis CRM* Morfotipos**
Isolados oL | s | A S cendia | dleo essencial
1 21.225 12,5 7540 7540
2 5.306,2 3,12 7540 7540
3 2.653 1,56 7318 7318
4 10.612 6,25 7540 5546
5 1.326 0,78 7520 7526
6 1.326 0,78 7540 5540
7 10.612 6,25 7340 7340
8 10.612 6,25 7340 3206
9 5.306,2 3,12 7340 5540
10 5.306,2 3,12 7540 7540
11 2.653 1,56 7540 7540
12 5.306,2 3,12 5340 5340
13 2.653 1,56 7540 5540
14 5.306,2 3,12 7340 7340
15 2.653 1,56 7540 7540
16 10.612 6,25 7540 5540

Condicdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicdo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em % e pg/mL.

*CFM: concentragdo fungicida minima.

** y/v: volume por volume em porcentagem.

***Codigo dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit1987- modificado por Hunter
et al.,1989.
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Tabela 7. Valores de CFM50 e CFM90 do 6leo essencial de Lavandula officinalis

sobre isolados de Candida albicans.

Oleo essencial de Lavandula officinalis Concentracgo Fungicida Minima (CFM)

CFM 50* pg/mL - % (v/iv)*** CFM 90** pg/mL - % (v/v)
Candida albicans

5.306,2 - 3,12 10.612 - 6,25

Condigdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicdo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em % e pg/mL.

*CFM 50 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.

*CFM 90 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

*** y/v: volume por volume em porcentagem

Tabela 1. Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima do Gleo essencial de

Lavandula officinalis sobre isolados biolégicos de Candida albicans.

Concentragado Fungicida Minima (CFM)
Oleo essencial de Lavandula officinalis LgimL % (VIV)*
**u +dp 6.467+ 5.191,7 3,81+3,06
Mediana 5.306,2 3,12
Minima — Maxima** 1.326 - 21.225 0,78 -12,5

Condigdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicéo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em % e pg/mL.

* v/v: volume por volume em porcentagem

**11 + dp — Média e disvio padrao

***Min. — Minima e Max. Maxima
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4.5 Atividade do Oleo essencial de Lavandula hybrida sobre

Candida albicans

No estudo com o Oleo essencial de Lavandula hybrida, todos os
isolados (16/16) apresentaram CFM de 2.664 pg/mL (1,56%). Ocorreu a
formagdo do tubo germinativo e de clamidoconidios em todas as amostras
(Tabela 9).

Na tabela 9 observa-se a atividade do Oleo essencial de L. hybrida
sobre isolados de C. albicans. Em 100% dos isolados (16/16) foram sensiveis
até a concentracdo de 2.664ug/mL.

Os valores de CFM50 e CFM90, nos diferentes isolados foi de 2.664
png/mL (Tabelall).

Em relacdo a média e o desvio padrdo da CFM do 6leo essencial de L.
hybrida foi de 2.664+0,00 ug/mL. Os valores de Mediana, Minima e Maxima
apresentados foram de 2.664ug/mL (Tabela 12).

A pesquisa de tubo germinativo e clamidoconidio , apos contato com o
Oleo essencial de L. hybrida, na dose subinibitéria manteve a formacéo de

tubo germinativo e de clamidoconidios em todas as amostras (Tabela 9).

Morfologicamente, antes da atividade do 6leo essencial ao 16 isolados
apresentaram 8 morfotipos diferentes e, apds o contato com o 6leo essencial
encontrou-se 6 morfotipos diferentes. Os isolados 3, 7 e 16 foram os isolado
que apresentaram alteracdo de morfotipo de 7548 para 5548, de 5540 para
7540 e de 5340 para 5540; respectivamente (Tabela 10).
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Tabela 2.

Concentracdo Fungicida Minima, formacdo de tubo germinativo e

clamidoconidio, nos isolados biolégicos de C. albicans, antes e apds contato com

Oleo essencial de Lavandula hybrida

Lavandula CFM* TL.JbO. Tgbo. Clamidoconidio | Clamidoconidio
hybrida germinativo | germinativo
Antes da Apés a .
% | atividadedo | atividade Antes da ApGs a
Isolados pg/mL (VIv)** 6leo do 6leo atividade do atividade do
. . 6leo essencial 6leo essencial
essencial essencial
1 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
2 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
3 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
4 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
5 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
6 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
7 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
8 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
9 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
10 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
11 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
12 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
13 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
14 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
15 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente
16 2.664 1,56 Presente Presente Presente Presente

Condicdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicdo

e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose,

e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento

atividade fungicida (CFM), resultado em %v/v e pyg/mL.

*CFM: concentragdo fungicida minima.

** y/v: volume por volume em porcentagem.

S7



Tabela 10. Morfotipos dos isolados biologicos de C. albicans , antes e apés contato

com 6leo essencial de Lavandula hybrida.

Lavandula hybrida CRM* Morfotipos***
solados | pgimL | os | AR SRR | MPere essencial
1 2.664 1,56 7540 7540
2 2.664 1,56 7540 7540
3 2.664 1,56 7548 5548
4 2.664 1,56 7540 7540
5 2.664 1,56 5548 5548
6 2.664 1,56 5540 5540
7 2.664 1,56 5540 7540
8 2.664 1,56 5540 5540
9 2.664 1,56 7540 7540
10 2.664 1,56 7540 7540
11 2.664 1,56 7538 7538
12 2.664 1,56 5540 5540
13 2.664 1,56 7540 7540
14 2.664 1,56 7340 7340
15 2.664 1,56 7530 7530
16 2.664 1,56 5340 5540

Condiges do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicéo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em % e pg/mL.

*CFM: concentrag&o fungicida minima.

** y/v: volume por volume em porcentagem.

***Cédigo dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit1987- modificado por Hunter
et al.,1989.
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Tabela 11. Valores de CFM50 e CFM90 do 6leo essencial de Lavandula hybrida

sobre isolados de Candida albicans.

Oleo essencial de Lavandula hybrida Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

CFM 50* pg/mL - % (v/v)*** CFM 90** ug/mL - % (v/v)
Candida albicans

2.664 - 1,56 2.664 - 1,56

Condicdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicdo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em % e pg/mL.

*CFM 50 CFM de um antifungico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.

*CFM 90 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

*** y/v: volume por volume em porcentagem

Tabela 12. Média, desvio padréo, mediana, maxima e minima do 6leo essencial de

Lavandula hybrida sobre isolados biologicos de Candida albicans.

Concentragdo Fungicida Minima (CFM)
Oleo essencial de Lavandula hybrida Lg/mL % (V)"
**u+dp 2.664+0,00 1,56+0,00
Mediana 2.664 1,56
Minima — Maxima*** 2.664 1,56

Condigdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicdo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em % e pg/mL.

* v/v: volume por volume em porcentagem

**11 + dp — Média e disvio padrédo

***Min. — Minima e Max. Maxima
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4.6 Valores de CFM 50 e CFM 90 dos 6leos essenciais de
Lavandula angustifolia, Lavandula officinalis e Lavandula hybrida

sobre C. albicans

A Tabela 13 contém os valores CFM 50 e CFM 90 dos 6leos essenciais

de L. angustifolia, L.officinalis e L. hybrida sobre Candida albicans.

Tabela 13. Valores de CFM50 e CFM90 do 6leo essencial de Lavandula angustifolia,

Lavandula officinalis e Lavandula hybrida sobre isolados de Candida albicans.

Candida albicans Concentracdo Fungicida Minima (CFM)
Oleos essenciais CFM 50* pg/mL - % (v/v)*** CFM 90** ug/mL - % (v/v)
Lavandula angustifolia 2.631,2 - 1,56 5.252,5-3,12
Lavandula officinalis 6.467+ 5.191,7 10.612 - 6,25
Lavandula hybrida 2.664 - 1,56 2.664 - 1,56

Condigdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicéo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em % e pg/mL.

*CFM 50 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.

*CFM 90 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

*** y/v: volume por volume em porcentagem

Dentre os Oleos essenciais testados o 6leo essencial de L. hybrida
apresentou a menor concentracao fungicida sobre os isolados de C. albicans.
Linalol embora esteja presente nos trés 0Oleos essencias testados ele é o
composto majoritario em L. hybrida e por isso essa foi a substancia testada
sobre os isolados de C.albcans, quanto aos fatores de viruléncia, formacao de

tubo germinativo e a producéo de franjas.
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4.7 Atividade do composto quimico majoritario linalol do 6éleo
essencial de Lavandula hybrida sobre isolados de C. albicans

Na tabela 14 observa-se a atividade do composto quimico majoritario
linalol do 6leo essencial de L. hybrida sobre isolados de C. albicans. O isolado
de numero 14 foi sensivel até a concentracdo de 196,38ug/mL.

Os valores de CFM50 e CFM90 para o composto quimico majoritario
linalol do Oleo essencial de L. hybrida nos diferentes isolados foram
785,54pug/mL e 12.568ug/mL respectivamente (Tabela 15).

Em relacédo a média e o desvio padréo foi de 4482,04 + 6667,98ug/mL.
Os valores de mediana, minima e maxima foram de 785,54pg/mL,
196,38ug/mL e 25137ug/mL respectivamente (Tabela 16).

A pesquisa de tubo germinativo, ap0s contato com o composto quimico
majoritario linalol na dose subinibitoria, em 100% (16/16) dos isolados a
formacao de tubo germinativo foi inibida (Tabela 14).

Alteracdes morfologicas ocorreram em 75% (12/16) dos isolados de C.
albicans, em relag&o ao controle com inibicéo da producao de franjas (Tabela
14).
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Tabela 14. Concentracdo Fungicida Minima, formacdo de tubo germinativo e
morfotipos sobre Candida albicans antes e apds contato com o composto quimico

majoritario linalol do 6leo essencial de Lavandula hybrida

Linalol CFM Tubo germinativo Morfotipos***
Antes da Apés a AI’.IIES da .Apés a
isolados | CFM pg/mL | CFM % | atividadedo | atividade do | 3V§20¢ 40 | atividade do
6leo essencial | 6leo essencial essencial essencial
1 12568 6,06 Presente Ausente 5341 0001
2 6284 3,03 Presente Ausente 5341 0000
3 785,54 0,37 Presente Ausente 7341 0000
4 392,77 0,18 Presente Ausente 5345 0001
5 785,54 0,37 Presente Ausente 7346 1241
6 12568 6,06 Presente Ausente 7541 0000
7 785,54 0,37 Presente Ausente 5240 0001
8 25137 12,12 Presente Ausente 1240 0001
9 785,54 0,37 Presente Ausente 7341 1241
10 1571 0,75 Presente Ausente 5341 0000
11 3142 1,51 Presente Ausente 5341 0000
12 3142 1,51 Presente Ausente 7241 0000
13 785,54 0,37 Presente Ausente 1231 0000
14 196,38 0,094 Presente Ausente 5541 5241
15 6284 3,03 Presente Ausente 5240 5241
16 785,54 0,37 Presente Ausente 5246 0000

Condicdes do estudo: Pesquisa da concentracdo fungicida minima CFM em placas de microdiluicdo com
leitura em 24 horas. Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose com leitura
em 24 horas. Presenga de crescimento (atividade fungistatica) e auséncia de crescimento (atividade
fungicida). Resultados apresentados em pg/mL

*CFM: concentragdo fungicida minima

**Cadigo dos morfotipos de Candida. albicans conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter
et al.,1989.

62



Tabela 15. Valores de CFM 50 e CFM 90 do 6leo essencial de Lavandula hybrida

sobre os isolados de C. albicans.

Linalol Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

CFM 50* pg/mL - % (v/v)*** CFM 90** pg/mL - % (v/v)
Candida albicans

785,54 - 0,37 12568 - 6,06

Condicdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicdo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em % e pg/mL.

*CFM 50 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.

*CFM 90 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

*** y/v: volume por volume em porcentagem

Tabela 16. Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima do composto quimico
majoritario linalol do 6leo essencial de Lavandula hybrida sobre isolados bioldgicos

de Candida albicans.

Concentragéo Fungicida Minima (CFM)
Linalol
pg/mL % (vIv)*
U+ dp 4482,04 + 6667,98 2,15+3,21
Mediana 785,54 0,37
Minima — Maxima*** 196,38 - 25137 0,094 - 12,12

Condigdes do estudo - Pesquisa da concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de microdiluicdo
e apos leitura em 24 horas: pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud Dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento
atividade fungicida (CFM), resultado em % e pg/mL.

* v/v: volume por volume em porcentagem

**11 + dp — Média e disvio padrédo

***Min. — Minima e Max. Maxima .
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5 DISCUSSAO

Os 6leos essenciais possuem uma vasta aplicacdo como: perfumaria,
cosmeética, alimentos e componentes coadjuvantes de medicamentos;
utilizados na forma bruta ou componentes purificados como o eugenol,
mentol, entre outros (Bizzo, 2009). Os 6leos essenciais podem ser extraidos
das diversas partes das plantas como folhas, flores e brotos, caules (a casca)
e galhos, raizes, sementes e frutos (Bakkall et al., 2008). Sao misturas
complexas, de inimeras moléculas pertencentes ao metabolismo secundario
das plantas e seus efeitos podem ser resultantes de um sinergismo entre
diversas moléculas ou apenas daquelas presentes em maiores quantidades.
E possivel que a atividade dos componentes em grande quantidade seja
modulada por outras moléculas menores; nesse sentido seria melhor estudar
0 0Oleo essencial por inteiro em vez de alguns dos seus componentes (Bakkali
et al., 2008).

O metabolismo secundario pode ser influenciado, por fatores
genéticos, climaticos (temperatura, intensidade de luz, efeito sazonal, etc.) e
edéficos (Morais, 2009).

O método de extracao depende da finalidade do uso do 6leo essencial,
como, por exemplo, para uso farmacéutico ou alimentar recomenda-se a
extracao por destilagdo a vapor, para a formulacdo de perfumes a extracédo é
feita com solventes lipofilicos (Bizzo, 2009).

O dleo extraido pode apresentar alteracdes na atividade microbiana,
qualidade e quantidade variavel, devido a alteracdes genéticas existentes na
espécie vegetal que podem alterar o teor do principio ativo, o clima, a época
e a forma de plantio, o solo, o 6rgdo da planta, o tempo de vida e o estagio
que se encontra o ciclo vegetativo assim como também a adubacéo, o uso de
defensivos agricolas (agrotoxicos), irrigacédo, tempo e condicbes ambientais,
entre outros (Nascimento et al., 2007).

Ressaltam-se ainda, as interacdes planta/microrganismos,
planta/insetos e planta/planta; idade e estadio de desenvolvimento, fatores
abidticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo, época e

horario de coleta, bem como técnicas de colheita e pos — colheita. Estes
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fatores podem apresentar correlagdes entre si, ndo atuando isoladamente,
podendo exercer influéncia conjunta no metabolismo secundéario (Morais,
2009).

O trabalho de Al-Maskri et al. (2011) apresentou alteragcdes em alguns
compostos do 6leo essencial de Ocimum basilicum entre o0 inverno e o
verdo. O Oleo essencial no verdo, tem significativamente mais linalol, p-
alilanisol e B-farneseno e, a0 mesmo tempo, muito menos contetudo de
limoneno e 1,8-cineol, mostrando uma variagdo sazonal na composi¢cao
quimica diretamente relacionada a outras atividades antifangicas. Foi
particularmente evidente na atividade contra o Aspergillus niger, que foi menor
no verao. A concentracao inibitéria minima (CIM) do éleo essencial no inverno
foi acima de 50 pg/mL, enquanto no verao foi maior que 100 pg/mL.

Além disso, outros fatores podem afetar a atividade antimicrobiana
como as varias metodologias para deteccdo da concentracdo inibitérias
minima dos 6leos essenciais frente aos microrganismos (Araujo, 2014). Como
quantidade e concentragao de inéculo, tipo de meio de cultura, pH do meio e
tempo de incubacgéo. Todos esses fatores podem afetar o valor da CIM (Shi
et al., 2019).

A escolha do método de microdiluicdo em caldo nesta pesquisa deve-
se ao fato deste método ser de baixo custo, boa reprodutibilidade dos
resultados, sem necessidade de equipamentos complexos para leitura, pois é
feita visualmente e por ser mais sensivel que outros métodos usados na
literatura, requer pequena quantidade de Oleos essenciais, assim como para
seus respectivos compostos quimicos majoritarios testados. (Ostrosky et al.,
2008; Castro e Lima, 2011; Cavalcante, Almeida e Padilha, 2011; Almeida et
al., 2011; Bona et al., 2016).

Para uma boa qualidade das analises com 6leos essenciais, tornou-se
importante a utilizacdo de agentes tensoativos como o Tween 20, Tween 80
e 0s solventes DMSO e etanol, para disperséao dos 0leos essenciais no meio
de cultura. Esses agentes auxiliam na visualizacdo dos resultados da

atividade antimicrobiana dos Oleos; porém, podem acarretar possiveis
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interagbes com a substancia testada, bem como produzirem atividade
antimicrobiana (Nascimento et al., 2007)

Toledo (2013) utilizou os tensoativos Tween 20 (polissorbato 20) e
Tween 80 (polissorbato 80), sobre cepas padrdo de C. albicans, ambos néo
apresentaram atividade fungicida ou fungistética. Ja o uso do solvente DMSO
o resultado foi de uma atividade fungicida a 25% v/v (2.500 pg/mL). Optando-
se pelo tensoativo Tween 20 para todos os ensaios realizados, uma vez que
possui a menor concentragao, facil homogeneizagcdo no meio de cultura e por
nao apresentar atividade fungicida. Nascimento et al., (2007).

Neste trabalho fez-se opcdo por adquirir Oleos essenciais
comercializados por uma empresa que mostrou se preocupar com a obtencéo
de matérias-primas vegetais de qualidade, no pais de origem da planta,
possibilitando com isso a obtencdo de 6leos essenciais com composicao
guimica constante e com resultados de atividades bioldgicas confiaveis.

Os oOleos essenciais estudados nesse trabalho foram Lavandula
augustifolia, Lavandula officinalis e Lavandula hybrida todos da familia
Lamiaceae e que apresentam diversas atividades como antioxidantes,
calmantes, analgésicas, antimicrobiana, antifingica e inseticida (relato de
atuacdo no desenvolvimento de larva e pupa) (Salehi et al., 2018).

Uma questao abordada nos estudos sobre 0leos essenciais de plantas
do género Lavandula é a caréncia de informagfes na propria literatura (Ali-
Shtayeh, 2020). Outra questdo na literatura esta no género Lavandula que
apresenta uma variedade de sinbnimos para uma mesma espécie, isso esta
relacionado ao fato de que a espécie néo esta totalmente compreendida (Lis-
Balchin, 2002). No estudo de Sicak et al. (2019), a L. angustifolia e L. officinalis
sdo citadas como espécies diferentes. Para outros autores as espécies L.
angustifolia e L. officinalis sdo sinénimos (Robu et al., 2016; Demasi et al.,
2018; Salehi et al., 2018 e Lyczko et al., 2019;), demais autores relataram
apenas uma espécie: L. angustifolia (Radulescu et al., 2019 e Behmanesh et
al., 2015) ou L. officinalis (Perovic et al., 2019).

Com aproximadamente 39 espécies e diversos hibridos, a Lavandula

€ economicamente interessante para o mercado de fragrancias e na industria
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farmacéutica (Salehi et al., 2018), ela é amplamente usada na perfumaria e
cosmética, e muito utilizada para a “aromaterapia” na qual as suas flores
secas sdo usadas em travesseiros e saquinhos para promover o sono e
relaxamento. Essa planta é usada desde a era vitoriana sendo a espécie L.
angustifolia a principal variedade presente em 0Oleos essenciais e perfumes e
as suas flores sdo vendidas como plantas ornamentais dentre elas estdo
também as espécies: L. latifolia, L. pinnata, L. lanata, L. dentata e L. stoechas
(Lis-Balchin, 2002).

A Lavandula é comercialmente cultivada em diversos paises,
principalmente na Franca, Reino Unido, Bulgaria, Italia, Hungria, Australia,
China, Russia e india (nesse ltimo pais, obteve-se o sucesso do cultivo nos
anos 80), cresce em quintais, vasos e recipientes. Na planta, o 6leo é
produzido em tricomas (proje¢cdes da epiderme) glandulares na superficie das
flores e das folhas apresenta componentes variados como linalol, acetato de
linalila, 1,8-cineol, B-ocimeno, terpineno-4-ol e canfora, além de B-cariofileno
e nerolidol; e outros compostos como, por exemplo, alcool perilico) (Salehi et
al., 2018).

O cultivo da Lavandula ndo exige muitos cuidados, cresce em solos
pobres, com baixa fertilidade natural e rochosos. Resistentes a secas e
temperaturas baixas. A producdo dos Oleos essenciais, podem ficar
comprometida se a planta for cultivada em locais com alta incidéncia de ventos
e alta temperatura. Considerada uma planta de “dia longo” a Lavandula
floresce na primavera e verdo quando ha uma incidéncia de iluminacéo de 12
as 14h diarias, e o horéario da colheita das flores para a producédo do 6leo
essencial deve ser no inicio da manha para manter a qualidade e quantidade
do produto ao evitar a exposi¢do ao sol. No Brasil o cultivo € pouco comum
restrito a regido Sul com colheitas entre os meses de julho a setembro
(Adamuchio, Deschamps, Machado; 2017).

Os Oleos essenciais com maior importancia econ6mica sdo das
espécies: Lavanda Verdadeira (ou genuina) (sinénimos. L. officinalis Chaix.;

L. vera DC; L. angustifolia Mill.), Lavanda “Spike” (espiga) (sindnimos L.
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latifolia Mill.; L. spica DC) e Lavandim (sinbnimos L. hybrida Revr; L.
intermedia Emeric.) (Salehi et al., 2018).

Nesta pesquisa foram utilizados 16 isolados biolégicos de C. albicans
desconhecidos quanto ao material biolégico de onde foram isolados e
mantidos em meio de cultura agar Sabouraud Dextrose (Difco — USA) no
Nucleo de Microscopia Eletrénica do Instituto Adolfo Lutz. Na reidentificacao
todos os isolados apresentaram tubo germinativo e baseando-se
especialmente nas diferencas de producdo e extensdo de franjas das
colénias, nesta pesquisa obteve-se morfotipos com franjas continuas com
filamentos paralelos (7) e morfotipos com franjas continua, somente na
periferia ou fios conspicuos em leques (5) e Descontinua (>20% da margem)
(1) e com comprimento Igual ou menor do que 2mm (2) e com 3 a5 mm (3);
Igual ou maior do que 6 mm (5).

Estima-se que a candidiase invasiva afete aproximadamente 700.000
pessoas, sendo a candidiase bucal e esofagica predominante em até 90%
dos individuos com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), ndo tratados
com a terapia antirretroviral (TARV) e naqueles com contagem de CD4 menor
que 200, em aproximadamente 20% dos individuos e em cerca de 5% nos
tratados com o terapia antirretroviral (TARV) (Bongomin et al., 2017).

O género Candida possui fatores de viruléncia como a adeséo e a
producdo de exoenzimas. A adesdo é um pré-requisito para a transformacao
da levedura de sapréfita a patogénica. C. albicans, como muitos
microrganismos patogénicos, possuem enzimas hidroliticas que destroem,
alteram ou prejudicam a integridade da membrana celular do hospedeiro,
levando a uma disfuncdo ou interrupcédo das atividades, uma vez que as
membranas contém lipideos e proteinas, constituindo-se em alvo do ataque
enzimatico (Pires et al., 2001; Kumar et al., 2006; Pupulin, 2014).

Outras propriedades dessa levedura no processo patogénico é a
formacéo de hifas e pseudohifas, como mecanismo de escape a fagocitose
(Samaranayake, 1990; Gacser et al., 2007 Matrtins et al., 2015 e Santana et
al., 2013). O progresso da infecgdo esta relacionado a uma combinacdo de

fatores como viruléncia da cepa e desordens imunoldgicas do hospedeiro
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(Furlamento-Maia et al., 2008; Grubb et al., 2009; Rorig e Colacite, 2009;
Pupulin, 2014).

A formacdo do tubo germinativo observada em espécies do género
Candida, como C. albicans resulta na pseudohifa e hifa verdadeira o que
aumenta a capacidade do microrganismo, se ligar ao tecido do hospedeiro, o
que pode explicar a maior incidéncia de C. albicans em relacdo a outras
espeécies em processos infecciosos (Fidel e Sobel, 1996; Chaffin et al., 1998).

Baseando-se nas diferencas de producédo e extensédo de franjas das
colbnias obtidas por meio da semeadura de isolados, em meio de agar extrato
de malte, Phonpaichit et al, (1987), geraram um cdédigo de sete digitos que
teoricamente permitia a producéo de 100 morfotipos diferentes. Estes autores
encontraram um indice de reprodutibilidade de 84% para os isolados idénticos
e de 96% para o morfotipo que diferiria em um caractere. Hunter et al., (1989)
sugerem que este sistema pode correlacionar um morfotipo distinto com a
capacidade de viruléncia, onde franjas descontinuas estdo presentes
geralmente em isolados de infec¢do sistémica fatais. Silva, (2003) observou
franjas maiores que 3 mm em 86,5% dos isolados de pacientes com AIDS,
enquanto 42,9% dos isolados de individuos HIV negativos ndo apresentaram
franjas.

Atualmente, a ocorréncia de resisténcia a antifingicos € o maior desafio
para o0 sucesso do tratamento em casos de candidiase, sobretudo a forma
invasiva. Devido a capacidade adaptativa do género Candida, frequentemente
atribui-se o surgimento de cepas resistentes a diversos agentes antifingicos,
inclusive anfotericina B, considerada o padrédo-ouro em diversos tratamentos
(Fisher et al., 2018; Krishnasamy et al., 2018; Legrand et al., 2019).

Na busca de novas alternativas terapéuticas eficazes, seguras e de
baixo custo, com atividade antifungica especialmente sobre C. albicans,
utilizou-se nesta pesquisa os trés 6leos essenciais e um composto quimico
majoritario.

Os Oleos essenciais estudados nesse trabalho foram Lavandula

augustifolia, Lavandula officinalis e Lavandula hybrida todos da familia
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Lamiaceae e que apresentaram atividade antimicrobiana sobre os isolados de
C. albicans.

Quanto a formacdo de tubos germinativos todos os isolados
apresentaram esta estrutura antes e ap0s contato com os trés oOleos
essenciais.

Gauch et al. (2014) encontraram inibicdo na formacdo de tubo
germinativo em 100% das amostras de C. albicans em contato com o 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis L, na concentragéo de 4%.

Uma forma de avaliar a capacidade de viruléncia é baseando-se nas
diferencas de producédo e extensdo de franjas das col6nias. Neste trabalho,
nas doses subinibitorias, os 6leos também néo afetaram a producédo de
franjas. Giammanco et al., (2005), relataram que o tempo de estocagem dos
isolados afetam a reprodutibilidade do teste de morfotipagem, pois um teste
realizado com isolados estocados ha um ano revelou mudancas nos codigos
que caracterizam os morfotipos. De Bernardis et al. (1998) e Giammanco et
al. (2005) também relataram que diferencas nas condi¢fes ambientais afetam
a expressao de varios genes em C. albicans. Se mudancas nas condi¢cfes
ambientais afetam a expressdo de varios genes, tal fenbmeno pode ser a
explicacdo para as alteracdes observadas na morfologia das colénias, apos
contato com os Oleos essenciais.

Karpinski, (2020) em revisdo apresentou atividade antifungica de 72
plantas da familia Lamiaceae. Mais da metade delas apresentou atividade
contra fungos com concentragdes inibitérias minimas (CIM) de <1000
pug/mL. Neste estudo as menores concentracdes inibitérias foi conseguida
com a L. hybrida, mas bem acima desse valor.

Os compostos quimicos principais e mais comumente encontrados no
Oleo essencial de L. hybrida incluem o Linalol(33%), Acetato de Linalila (29%),
Canfora (7%), Eucaliptol (1,8-cineol) (6%), Borneol (3%), Acetato de
lavandulila (2%), trans-B-ocimeno (2%), cis-p-ocimeno (1%), Lavandulol
(05%) e Terpineno-4-ol (0,2%). Segundo Sautour (2004) a atividade
antimicrobiana é significativa quando os resultados atingem valores < 200

Mg/mL para compostos quimicos isolados.
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O linalol é um monoterpeno de extrema importancia para as industrias
de cosméticos e alimenticios, ja que é utilizado, como fixador de fragrancias
(Bakkali et al., 2008). Também € utilizado com sucesso como sedativo e
propriedades anticonvulsivas, hipnéticas, hipotérmicas e efeito depressor do
sistema nervoso central estdo sendo analisadas, assim como as propriedades
acaricidas, bactericida e fungicida. (Julido et al., 2003, Luz et al., 2009).

No que se refere a toxicidade do linalol a dose letal é baixa, quando
comparada a outros constituintes dos 6leos essenciais, tornando-se, por este
motivo, alvo de estudos para aplicabilidade terapéutica. As pesquisas dos
efeitos toxicos das substancias estdo relacionadas com via de administracao,
tempo, duracado e frequéncia da dose, o que foi demonstrado por Venancio
(2006). O linalol apresentou baixa toxicidade aguda em varios modelos
experimentais e com diferentes vias de administracéo (Bickers et al., 2003).

Linalol age no sistema sensorial somatico bloqueando canais de sodio
dependente de voltagem em nervo ciatico de ratos (Cardoso et al., 2010),
como também em nervos ciatico de rés (Zalachoras et al., 2010).

Outros efeitos também foram listados para o linalol tais como: anti-
leishmaniose (Rosa et al., 2003) e antimicrobiano, podendo ser utilizado no
combate aos microrganismos causadores de infec¢cdes hospitalares,
principalmente em pacientes imunocomprometidos, destacando-se neste
grupo os portadores de HIV e transplantados (Alviano et al., 2005).

Como antifangico, Hsu et al. (2013) pesquisou linalol sobre o
crescimento de biofilme de C. albicans, indicando que o linalol pode ter
potencial terapéutico no tratamento de candidiase associada a dispositivos
médicos pois interfere com a morfologia e modifica a formacé&o de biofilme de
C. albicans.

Neste estudo, o Linalol apresentou atividade fungicida sobre os isolados
de C. albicans. e inibiram a formacéo de tubo germinativo e a producéo de
franjas.

Nas Lavandulas o linalol e o acetato de linalila s&o os principais
componentes encontrados no 6leo essencial feito das flores da L. angustifolia

e nas folhas os principais componentes encontrados nos 6leos essenciais sado
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o eucaliptol (1,8-cineol), canfora e borneol. A secagem é a etapa mais
significativa, no qual, dependendo do método, pode resultar na perda de
alguns constituintes volateis e até na alteracdo da cor (Lyczko et al., 2019).

De acordo com Lyczko et al. (2019), os métodos de secagem e a
volatilidade dos compostos afetam a composi¢ao do produto final, podendo
diminuir a participacdo da canfora e ao mesmo tempo aumentando a
participacdo dos compostos linalol e acetato de linalla que sdo os
componentes mais desejaveis para o aroma da Lavanda.

Lis-Balchin. 2002 relatou que a Lavandula possui baixa toxicidade e o
uso do Oleo essencial sem diluicdo foi utilizado para o tratamento de
gueimaduras, embora tenha sido relatado casos de alergia pelo contato aéreo.

Estudos envolvendo a atividade antimicrobiana da Lavandula
consistem em experimentos utilizando uma espécie de Lavandula, ou
amostras de Lavandula de diferentes de regibes sobre C. albicans (Ali-
Shtayeh et al., 2020). Estudos sobre a atividade fungicida também ocorreu
sobre outras espécies de leveduras Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida parapsilopsis, Cryptococcus neoformans, quanto em fungos
filamentosos como as espécies, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Aspergillus  fumigatus, Epidermophyton  floccosum,  Trichophyton
mentagrophytes, Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes var.
interdigitale, Trichophyton rubrum, Trichophyton verrucosum e Microsporum
gypseum. (Zuzarte et al., 2011 e 2012).

O estudo realizado por D Auria et al. (2005), mostrou que o 6leo de
Lavandula em baixas concentracdes (1-2%) tem propriedades fungicidas em
até 100% das amostras contra a C. albicans inibindo o crescimento do tubo
germinativo e também reduzindo o alongamento de hifas, em baixas
concentracdes do Oleo. Segundo esse estudo, isso permite a reducdo da
progressao fangica e a disseminacdo da infeccdo. Para isso testou o 6leo
essencial de L. angustifolia, os componentes isolados Linalol e Acetato de
linalila, a partir do método de microdiluicdo em concentracdes de 0,0078 — 4%
e, determinaram a CIM correspondente a completa inibicdo do crescimento do

tubo germinativo. Os componentes majoritarios foram o linalol (32,75%) e o
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Acetato de linalila (43,13%). Dos compostos isolados o Linalol inibiu 100% das
células numa concentracédo de 0,5% em 30 segundos e o Acetato de linalila
numa concentracdo de 2% inibiu 93% das células em 30 minutos. Neste
estudo o Oleo essencial de L. angustifolia inibiu 90% das leveduras na
concentracdo 5.252,5 uL/mL mas néo inibiu a formacao de tubo germinativo
e nem a producédo de franjas nas doses subinibitérias.

O dleo essencial de L. officinalis colhida em Montenegro, apresentou
atividade sobre C. albicans a partir do método de diluicdo em caldo onde as
cepas foram preparadas numa concentracéo de 2x10° UFC/mL no Sabouraud
dextrose. A CIM foi de 1,4 uL/mL, e os seus componentes majoritarios foram
o Acetato de linalila (22,39%), o 1,8-cineol (18,13%), canfora (12,88%)
(considerado em maior quantidade do que o encontrado e outros estudos) e
borneol (3,02%) (Perovic et al.; 2019). Neste estudo o 6leo essencial de L.
officinalis inibiu 90% das leveduras na concentracdo de 10.612 pL/mL mas
nao inibiu a formacéo de tubo germinativo e nem a producéo de franjas nas
doses subinibitorias.

Nos estudos envolvendo a atividade fungicida das espécies de
Lavandula, afirmaram que os componentes majoritarios poderiam ser 0s
responsaveis pela atividade antifungica (Behmanesh et al., 2015; Robu et al.,
2016 e Ali-Shtayeh et al., 2020). Segundo Zuzarte et al. (2011), acredita-se
que seja dificil atribuir atividade fungicida a apenas um Unico composto e 0s
componentes encontrados em menores quantidades também podem ser
fundamentais para a atividade do 6leo essencial. A metodologia usada é
variada e neste estudo a atividade fungicida sobre a C. albicans foi
determinada pela técnica microdiluicdo. (D Auria et al., 2005 e Sicak et al.,
2019).

Na literatura, diversos autores concluem que os resultados envolvendo
a atividade da Lavandula sobre C. albicans pode ser considerada uma
alternativa para uma possivel aplicacéo clinica (D auria et al., 2005; Zuzarte
et al., 2011 e 2012; e Ali-Shtayeh, 2020) e principalmente, um indicativo para
pesquisas futuras (Zuzarte et al., 2012; Behmanesh et al., 2015; Radulescu et
al.,2019 e Sicak et al., 2019).
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Espera-se com esta pesquisa ter contribuido com mais produtos

naturais com atividade antifingica sobre C. albicans.
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6 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que foi conduzido o presente estudo, pode-se concluir que:

e Os Oleos essenciais de Lavandula augustifolia, Lavandula officinalis e
Lavandula hybrida estudados apresentaram atividade fungicida sobre

isolados biolégicos de Candida albicans.

e O Oleo essencial de L. hybrida foi o que apresentou a menor

concentracao fungicida sobre os isolados de C. albicans.

e Nas doses subinibitorias os 0Oleos essenciais de L. augustifolia, L.
officinalis e L. hybrida ndo inibiram a formacdo de tubo germunativo,

clamidoconideo e ndo alteraram a producgéo de franjas.

e O composto quimico majoritario linalol do 6leo essencial de L. hybrida
apresentou atividade fungicida sobre os isolados de C. albicans, bem

como inibiram a formacéao de tubo germinativo e a producao de franja.
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Anexo 1: Principais componentes do 6leo essencial de Lavandula

ANEXOS

angustifolia - Ferquima® (*)

LAUDO TECNICO

Oleo Essencial de Lavanda Russa

(Lavandula angustifolia)

Lote: 235

CAS Number: 8000-28-0

Fabricacéo: Julho/2018

Validade: Julho/2020

Itens Controlados Resultados Especificacoes
Aparéncia Liquido Limpido Liquido Limpido
Cor Amarelo Claro Amarelo Claro
Impurezas Isento Isento
Odor Caracteristico Caracteristico
Densidade (20°C) 0,880 0,875 — 0,890
Indice de Refracao (20°C) 1,463 1,450 — 1,470
Rotacdo Otica -10° [-12°:-7°]
Data da Analise 24/09/2018

| Origem Russia
Resultado Aprovado
Extracdo Destilagdo a vapor das flores
Principais componentes Linalo!l = 34% Acetato de linalila = 39%
(valores aproximados) Terpineno-4-ol = 3% beta cariofileno = 4%
Cis beta ocimene = 3%  Acetato de lavandulila = 2%

Obs.: ndo contem OGM nem foi utilizado para teste em animais.

Recomendacoes Especiais

Manussio

Nao ingerir. Evitar contato com olhos @ mucosa. Se isso ocorrer, lavar imedialamente com
agua limpida em abundancia. Em caso de derramamento, absorver o material derramado com
material absorvente (areia, terra).

Incéndio

Caso haja fogo, utilizar extintor de pé quimico seco e agua em forma de neblina, ndo utilizando
jatos de dgua para nao espalhar o produto. Ponto de Fulgor: 63°C.

Explosividade

Nenhum pernigo em condigdes normais.

Uso

Este produto destina-se ao uso profissional / industnial e como é elaborado a partir de
substancias naturais pode apresentar pequenas variagoes de cor e cromatografia sem causar
qualguer problema na performance do produto.

Armazenamento

Armazenar am local seco, longe de umidade e do calor, protegido da luz, em recipients onginal
bem vedado. Nao reutilizar a embala vazia.

Transporte

Numero de risco:90 / Nomero da ONU:3082 / Classe ou Subclasse de risco: 9/ Descrigdo da
classe ou subclasse: Substancias perigosas diversas / Grupo de Embalagem: |l

As informagoes contidas nesta publicagao representam o melhor de nosso conhecimento. Entretanto,
nada aqui mencionado deve ser entendido como garantia de uso. Os consumidores devem efetuar seus
proprios ensaios para determinar a viabilidade da aplicagao.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus

CRQ: IV 04330754



Anexo 2: Principais componentes do Oleo essencial de Lavandula
officinalis - Ferquima® (*)

LAUDO TECNICO
FERQUIMA Oleo Essencial de Lavanda
(Lavandula officinalis)

Lote: 252 CAS Number: 84776-65-8

Fabricagao: Julho/2018

Validade: Julho/2020

Itens Controlados Resultados Especificacoes
Aparéncia Liquido Limpido Liquido Limpido
Cor Amarelo Claro Amarelo Claro
Impurezas Isento Isento
Odor Caracteristico Caracteristico
Densidade (20°C) 0,890 0,880 — 0,900
Indice de Refragado (20°C) 1,461 1,450 — 1,470
Rotagéo Ofica -7.00° [-10°;-49
Data da Analise 24/09/2018
Resultado Aprovado

| Origem Bulgaria
Extragdo Destilacao a vapor das flores
Principais Componentes | Linalol = 30% Acetato de linalila = 40%
(valores aproximados) Terpineno-4-ol = 2% beta cariofileno = 4%
Cis beta ocimene = 2% _ Acetato de lavandulila = 3%

Obs.: ndo contem OGM nem foi utilizado para teste em animais.

Este produto & 100% puro, isento de solvente e diluente e segundo a RDC 481/99, ndo
suscetivel a contaminacé&o microbiolégica.

Recomendacoes Especiais

Nao ingerir. Evitar contato com olhos e mucosa. Se isso ocorrer, lavar imediatamente com
agua limpida em abundancia.

Em caso de derramamento, absorver o material derramado com material absorvente {areia,
tarra).

Casao haja fogo, utilizar extintor de p6 quimico seco e agua em forma de neblina, nao utilizando
jatos de agua para ndo espalhar o produto. Flash point = 71°C

Nenhum perigo em condigdes normais.

Este produto destina-se ao uso profissional / industnal e como é elaborado a partir de
substancias naturais pode apresentar pequenas variagoes de cor e cromatografia sem causar
qualquer problema na performance do produto.

Armazenar em local seco, longe de umidade e do calor, protegido da luz, em recipients onginal
bem vedado. Nao reutilizar a embalagem vazia.

Namero de risco:90 / NOomero da ONU:3082 / Classe ou Subclasse de risco: 9/ Descrigdo da
classe ou subclasse: Substancias pengosas diversas / Grupo de Embalagem: Il

Manuseio

Incandio

Explosividade
Uso

Armazenamento

Transporie

As informagoes contidas nesta publicagao representam o melhor de nosso conhecimento. Entretanto,
nada aqui mencionado deve ser entendido como garantia de uso. Os consumidores devem efetuar seus
proprios ensaios para determinar a viabilidade da aplicagao.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus

CRQ: IV 04330754




Anexo 3: Principais componentes do 0leo essencial de Lavandula
hybrida - Ferquima® (*)

LAUDO TECNICO
G FERQUIMA Oleo Essencial de Lavandim

(Lavandula hybrida)

Lote: 158 CAS Number: 8022-15-9
Fabricacéo: Julho/2018 Validade: Julho/2020
Itens Controlados Resultados Especificacoes
Aparéncia Liquido Limpido Liquido Limpido
Cor Amarelo Palha Incolor a Amarelo Palha
Impurezas Isento Isento
Odor Alavandado com nota Alavandado com nota
Canforada Canforada
Densidade (20°C) 0,896 0,885 —0,915
Indice de Refragéo (20°C) 1,461 1,450 — 1,470
Rotacao Ofica -2,40° [-9°:-29
Data da Analise 10/08/2018
Resultado Aprovado
Origem Franca
Extragédo Destilacdo a vapor das flores
Principais Componentes Linalol = 33% Acetato de Linalila = 28%
(% aprox.) Céanfora=7% Eucaliptol = 6%
Borneol = 3%
Obs.: ndo contem OGM nem foi utilizado para teste em animais.
Este produto € 100% puro, isento de solvente e diluente e segundo a RDC 481/99, ndo
suscetivel a contaminacao microbioldgica.

Recomendacoes Especiais
Manuseio Perigos minimos. Nao ingerir. Evitar contato com olhos @ mucosa. Se isso ocorrer, lavar
imediatamente com agua limpida em abundancia.
Em caso de darramamento, absorver o material derramado com material absorvente {areia,
tarra).

Incéndio Caso haja fogo, utilizar extintor de pé quimico seco e agua em forma de neblina, ndo utiizando
jatos de agua para nao espalhar o produto. Flash Point = 75°C.

Explosividade Nenhum perigo em condigdes normais.

Uso Este produto destina-se ao uso profissional / industnal e como é elaborado a partir de

substancias naturais pode apresentar pequenas variagoes de cor e cromatografia sem causar
qualquer problema na performance do produto.

Armazenamento Armazenar em local seco, konge de umidade @ do calor, protegido da luz, em recipiente onginal
bem vedado. Nao reutilizar a embalagem vazia.

Transporte Numero da risco:80 / Nomero da ONU:3082 / Classe ou Subclasse de nisco: 9/ Descrigao da
classe ou subclasse: Substancias perigosas diversas / Grupo de Embalagem: IlI

As informagdes contidas nesta publicacao representam o melhor de nosso conhecimento. Entretanto,
nada aqui mencionado deve ser entendido como garantia de uso. Os consumidores devem efetuar seus
proprios ensaios para determinar a viabilidade da aplicacao.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus ~ CRQ: [V 04330754




