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RESUMO 

Candida albicans, agente da Candidose oral, principal espécie envolvida com o biofilme. 

Pacientes usuários de próteses totais desenvolvem patologias associadas ao biofilme. 

Assim, o objetivo do trabalho foi quantificar o biofilme residual de C. albicans em 

material de próteses após exposição à diferentes extratos de Rosmarinus officinalis. Para 

confecção dos corpos de prova foi usada resina acrílica polimerizada em microondas. 

Após a polimerização da resina, os corpos de prova foram polidos e esterilizados com 

óxido de etileno. Posteriormente, foi induzida a formação do biofilme, os corpos de prova 

foram expostos à extratos de R. officinalis e após foi realizada a quantificação do biofilme. 

A loção do óleo essencial de R. officinalis a 24% foi a mais efetiva para remover o 

biofilme, seguida do óleo essencial em carbopol, não mostrando diferença estatística entre 

esses e em relação à nistatina. Conclui-se que a loção do óleo essencial de R. officinalis à 

24% pode ser o tratamento alternativo para erradicação do biofilme.  
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ABSTRACT 

 

Candida albicans, agent of oral Candidosis, main species involved with biofilm. Patients 

using total prostheses develop pathologies associated with biofilm. Thus, the objective of 

this work was to quantify the residual biofilm of C. albicans in prosthesis material after 

exposure to different extracts of Rosmarinus officinalis. To make the specimens, a 

polymerized acrylic resin was used in a microwave. After polymerization of the resin, the 

specimens were polished and sterilized with ethylene oxide. Subsequently, the formation 

of the biofilm was induced, the specimens were exposed to extracts of R. officinalis and 



 
 

after the quantification of the biofilm was performed. The essential oil lotion of R. 

officinalis at 24% was the most effective to remove the biofilm, followed by essential oil 

in carbopol, showing no statistical difference between these and in relation to nystatin. It 

is concluded that the essential oil lotion of R. officinalis at 24% may be the alternative 

treatment for biofilm eradication. 
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INTRODUÇÃO 

Os biofilmes são estruturas biológicas com um elevado grau de organização, onde 

os microorganismos formam comunidades estruturadas, coordenadas e funcionais. Os 

biofilmes podem desenvolver-se em qualquer superfície úmida, seja ela biótica ou 

abiótica, por exemplo em condutas de água, na pele e mucosas, nos dentes, em próteses 

e nas indústrias (RAMOS et al.,1999).  

O biofilme por leveduras vem sendo tratado com os antifúngicos tradicionais, 

sendo as alinaminas e os azóis os fármacos de eleição, apesar de muitas vezes ocorrer 

resistência à estes medicamentos (DONLAN, 2001; DONLAN e COSTERTON, 2002; 

KUHN et al., 2002; CARDOSO, 2004; PERCIVAL, et al. 2011). Por outro lado, 

alternativas vem sendo estudadas como a desinfecção por micro - ondas (Silva et al. 

(2006), uso de substâncias higienizadoras (Jardim et al. (1998); Vieira et al. (2010) 

soluções desinfetantes (Ferreira et al. (2009) e mais modernamente a chamada terapia 

fotodinâmica (BEVILACQUA et al., 2007; RIBEIRO et al., 2011). Entretanto, poucos 

estudos tem avaliado a capacidade de extratos vegetais, quanto a capacidade de eliminar 

o biofilme formado. Carreto et al. (2007), avaliaram o efeito do chá de tomilho (Thymus 

vulgaris Linn.) sobre a aderência de C. albicans em resinas acrílicas, detectando o efeito 

anti aderência da levedura sobre a resina acrílica. Taweechaisupapong et al. (2006), 

usaram a mesma linha de pesquisa com Streblus asper demonstrando também, a 

diminuição da habilidade da levedura de aderir-se à resinas. Alves et al. (2009), obteve 

resultados promissores quando avaliaram in vitro, a atividade antimicrobiana, antifúngica 

e antiaderente da aroeira-do-sertão, malva e goiabeira sobre microrganismos do biofilme 

dental e candidose oral. Por outro lado, Reis et al. (2011), testou as atividades inibitórias 

do extrato da folha de jabuticabeira (Myrciaria cauliflora) e da folha de goiabeira 



 
 

(Psidium guajava L) em Candida albicans, sendo que nenhum destes inibiu a formação 

do biofilme nas concentrações utilizadas. 

O alecrim pertence à família Lamiaceae, e possui propriedades como antisséptico 

para as vias aéreas e cavidade bucal, cicatrizante, antifúngico e antibacteriano, sendo que 

grande parte dos trabalhos tem utilizado o óleo essencial, devido a atividade 

antimicrobiana demonstrada (LORENZI & MATOS, 2002; PORTE & GODOY, 2001; 

ANGIONI et al., 2004; SANTOYO et al., 2005; CELIKTAS et al., 2007; LUQMAN et 

al., 2007; BERNARDES et al., 2010; HUSSAIN et al., 2010). Trabalhos utilizando outras 

formas de extratos são escassos, sendo encontradas poucas informações acerca da 

atividade anticandida dos extratos aquosos e etanólicos de alecrim (ARAUJO, 2010). 

Especificamente em relação a eliminação do biofilme com este tipo de extrato, não foram 

encontrados na literatura nenhum trabalho, sendo o estudo pioneiro neste sentido. Assim, 

objetivo do trabalho foi quantificar o biofilme residual de Candida albicans em material 

de próteses após exposição à diferentes extratos de Rosmarinus officinalis. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Obtenção dos extratos de Alecrim 

O alecrim (R. officinalis), foi obtido de distribuidor com certificado de qualidade. 

Após, foi encaminhado ao Centro de Ciências Químicas e Farmacêuticas (CCQF – Ufpel) 

para obtenção do óleo essencial e extrato hidroalcoólico. Para o óleo essencial utilizou-

se 100 g da planta e 1,5 L de água destilada estéril que foram submetidos à hidrodestilação 

em Clevenger, após foi armazenado sob refrigeração (Farmacopéia Brasileira IV). Para 

os extratos hidroalcoólicos utilizou-se 20 g da planta com 200 mL de solução etanólica a 

80%, por 1 hora à 40 ºC em banho de óleo, sendo então filtrado e repetido por duas vezes 

juntando-se os filtrados, e levado ao rotaevaporador, obtendo-se o extrato. 

Confecção dos Corpos de prova 

Para confecção dos corpos de prova, blocos de silicona de condensação Zetalabor 

(Zhermack) (1cm x 1cm x 0,5cm) foram incluídos em mufla para polimerização em 

microondas, utilizando gesso pedra, para posteriormente serem preenchidos com resina 

acrílica termopolimerizada em microondas manipulada segundo as especificações do 

fabricante. Para a polimerização da resina utilizou-se forno de microondas com 

frequência de 60 Hz e potência máxima de 1600 Watts, com o seguinte ciclo de 

polimerização: 300W por 3 minutos, 100W na potência zero por 4 minutos, e 600W por 



 
 

3 minutos. Após o resfriamento da mufla, os corpos de prova foram demuflados e os 

excessos de resina acrílica removidos com broca de tungstênio. Posteriormente, foram 

lixados com lixa d’água de granulação 80 em politriz circular metalográfica manual em 

baixa velocidade e sob refrigeração. Em seguida, os corpos de prova foram imersos em 

água destilada autoclavada em temperatura ambiente por 1 semana, para liberação dos 

monômeros superficiais Oliveira et al. (2003) e encaminhados para esterilização em óxido 

de etileno. 

 

 

Inóculo de Candida albicans 

As colônias de C. albicans utilizadas no experimento foram provenientes do Centro 

Integrado de Pesquisas da Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de São 

Paulo. (CIP/FOB - USP). O inóculo foi preparado a partir de suspensões congeladas, 

semeadas em placas de petri contendo meio YEPD ágar e incubadas à 30 ºC durante 36 

horas. Para a obtenção da pré-cultura, uma colônia de C. albicans foi ressuspensa em 50 

mL de caldo YEPD a 30 ºC, sob agitação de 180 rpm overnight. Após esta etapa, as 

células de C. albicans foram lavadas e centrifugadas, e ressuspensas em 1mL de PBS, 

sendo ajustadas com PBS em uma concentração final igual a 1,0 x 107/Ml (CHANDRA 

et al., 2001b). 

Desenvolvimento de biofilme 

Os corpos de prova foram inoculados com 1,5 mL da suspensão de C albicans contendo 

107 cels/mL e incubados a 37 ºC sob agitação de 75 rpm, durante 90 minutos, para a fase 

de adesão. Posteriormente, o inóculo foi lavado com PBS para remoção das células não 

aderidas e foi acrescentado 1,5 mL de meio RPMI-1640, acrescido de MOPS, incubado 

nas mesmas condições de temperatura e agitação, por 48 horas, para a formação do 

biofilme. (CHANDRA et al., 2001b). Após este período, os corpos de prova foram 

lavados suavemente com PBS e submetidos aos tratamentos conforme os grupos 

experimentais.  

Grupos experimentais 



 
 

Após a produção do biofilme, os corpos de prova foram divididos em grupos 

experimentais e submetidos aos tratamentos durante 48 horas, conforme distribuição na 

Tabela 1. 

Tabela 1 – Quadro demonstrativo da distribuição dos grupos experimentais conforme  

tratamento utilizado para tratamento do biofilme nos corpos de prova 
Grupos experimentais Tratamentos 

G1 Não tratados 

G2 Tratados nistatina 0,5% 

G3 Tratados loção do óleo de Rosmarinus Oficinalis 24% 

G4 Tratados óleo essencial 21% em carbopol 

G5 Tratados extrato hidroalcoólico de R. Oficinalis 20% 

G6 Tratados Carbopol 3% 

Ensaio de quantificação do biofilme 

Decorridas 48 horas, os corpos de prova foram lavados suavemente com PBS morno para 

retirar o tratamento e iniciar o ensaio de quantificação do biofilme. Para cada placa de 24 

poços de corpos de prova tratados, eram feitos dois corpos de prova sem tratamento e sem 

inoculação, para teste colorimétrico apenas (branco). O biofilme foi fixado com metanol 

gelado à 100% por 15 minutos. Posteriormente, o excesso de metanol foi aspirado e os 

corpos de prova corados com 1,5 mL de solução de cristal violeta 0,1% e incubados a 37 

°C por 5 minutos sob agitação de 75 rpm, para pigmentação do biofilme. Para remoção 

do excesso de corante, foram realizadas três lavagens com PBS, e após o corante foi 

removido com 1,5 mL de etanol 95% incubados à 37 ºC, por 5 minutos, sob agitação de 

75 rpm. Para cada amostra de biofilme, uma alíquota de 100 µL da solução descorada foi 

diluída 1:10 e submetida a leitura em espectrofotômetro com comprimento de onda de 

570nm para leitura da absorbância. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram expressos pela média ± desvio padrão (SD) dos resultados obtidos para 

cada grupo de tratamento e foram submetidos ao teste ANOVA seguido de teste de Tukey 

(p= 0,05). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Após a leitura espectrofotométrica para quantificação do biofilme no material de prótese, 

observou-se diferenças estatísticas entre os tratamentos, sendo que os resultados estão 

apresentados na Tabela 2. 

Tabela 2 – Leitura espectrométrica da produção do biofilme por Candida albicans, após 

a utilização dos diferentes gupos de tratamento e percentual da redução do biofilme 



 
 

Tratamentos Absorbância Redução na quantificação (%) 

G1 4,1185c 0 

G2 1,3042b 68,34 

G3 1,5623b 62,07 

G4 16,724a 0 

G5 15,319a 0 

G6 14.682a 0 

*a, b, c: Letras diferentes, demontram diferença estatística significativa (p=0,05) 

G1 Não tratado, G2 Nistatina 0,5%, G3 Loção do óleo essencial de R.Officinalis 24%, 

G4 Óleo Essencial 21% em Carbopol, G5 Extrato Hidroalcoólico de R. officinalis 20% 

G6 Carbopol 3% 

De acordo com os resultados, pode-se observar, que a loção a 24% de óleo essencial de 

alecrim (G3) foi a eficaz na eliminação do biofilme pré - formado, reduzindo-o em 

62,07% seguido da nistatina (G2) que eliminou-o em 68,34%. Os resultados para a 

nistatina eram esperados, pois este é considerado o antifúngico de eleição para os quadros 

clínicos de estomatite por Candida atuando também no controle do biofilme bucal. Já o 

óleo essencial 24% em carbopol e o extrato hidroalcoólico 21% não mostraram eficácia 

na eliminação do biofilme apresentando leitura semelhante ao carbopol (controle 

negativo), e, não diferindo estatisticamente deste. Os resultados para estes grupos, (G4, 

G5, G6) podem ter ocorrido devido a incapacidade destas formulações em penetrar no 

biofilme pré-formado, formando ainda uma camada intermediária que pode ter atuado 

como substrato, permitindo uma maior aderência entre as células, aumentando a 

quantidade de biofilme presente nestes corpos de prova. O carbopol tem sido utilizado 

como veículo em medicamentos de uso odontológico, não tendo ação no biofilme por C. 

albicans (OLIVEIRA et al., 2010). Os resultados observados no G1 já eram esperados, 

pois com relação à adesão de Candida spp. às superfícies de próteses dentárias, vários 

trabalhos tem sido desenvolvidos (Busscher et al. (2010) demonstrando que a adesão 

também depende do tipo de material empregado (NEVZATOGLU et al., 2007).  

Os resultados dos tratamentos demonstraram que nos grupos nistatina (G2) e loção 

de óleo essencial de R. officinalis 24% (G4) a leitura espectrofotométrica foi em média 

de 1,3042 e 1,5623 respectivamente demonstrando diferença estatística dos outros 

tratamentos conforme mostra a Figura 1. 



 
 

 

Figura 1 - Representação gráfica dos resultados dos diferentes tratamentos e grupos controle, 

utilizados na eliminação do biofilme por Candida albicans em material de prótese. 

O uso de extratos vegetais tem despertado interesse da comunidade científica, que 

busca produtos com eficácia comprovada e efeitos adversos mínimos, além de custos 

reduzidos. Entretanto, avaliação do uso de extratos de R. officinalis na eliminação do 

biofilme dentário não foram encontrados na literatura, demonstrando a importância do 

estudo. Entretanto, Chifiriuc et al. (2012), combinaram as propriedades de nanopartículas 

(20nm) com óleo essencial do R. officinalis, demonstrando forte inibição da capacidade 

de adesão e no desenvolvimento de biofilme por C. albicans e C. tropicalis em catéteres. 

Alguns autores tem trabalhado com biofilme utilizando outros extratos de plantas. Alves 

et al. (2009) demonstraram que os extratos hidroalcóolicos da aroeira-do-sertão, goiabeira 

e malva apresentaram in vitro potencial atividade antimicrobiana e antiaderente sobre os 

microrganismos formadores no biofilme dental. Enquanto Reis et al. (2011) avaliando os 

extratos das folhas de jabuticabeira (Myrciaria cauliflora) e goiabeira (Psidium guajava 

L), demonstraram que estes não foram efetivos na inibição da formação do biofilme por 

C. albicans. Segundo a literatura o tratamento após adaptação e formação do biofilme, 

deve ser realizado utilizando-se fármacos antimicrobianos como antissépticos, 

antibacterianos ou antifúngicos. O biofilme por leveduras vem sendo tratado com os 

antifúngicos tradicionais apesar de muitas vezes ocorrer resistência à estes medicamentos 

(DONLAN, 2001; DONLAN & COSTERTON, 2002; KUHN et al., 2002; PERCIVAL 

et al., 2011). A possibilidade do uso de extratos vegetais, apresenta inúmeras vantagens, 



 
 

principalmente tratando-se de produtos naturais com mecanismo de ação desconhecido 

aos patógenos, o que dificulta a resistência e abre a possibilidade de opção terapêutica 

para estes quadros (ANDRADE, 2008).  

 

CONCLUSÃO  

A loção a 24% de Rosmarinus officinalis foi capaz de eliminar o biofilme pré-

formado por C. albicans em material de prótese dentária, podendo vir a ser uma opção 

para o controle do biofilme e, desta forma da candidose oral.  
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