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RESUMO

O dleo essencial de Cymbopogon citratus tem sido alvo de varios estudos em fun¢dao do potencial
antimicrobiano. Neste estudo, a atividade desse componente foi investigada em cepas do género Candida
isoladas de infec¢des hospitalares. Para a condugdo do estudo, foram analisadas 24 isolados de Candida
albicans e 15 isolados de Candida tropicalis, originados de pacientes com suspeitas de infec¢ao hospitalar e
uma cepa padrio de C. albicans ATCC 10231, por meio da técnica de difusdo em dgar. O dleo essencial de
C. citratus apresentou atividade antifingica em 100% dos isolados a partir da concentragio de 25% (v/v),
o que indica sua agdo positiva sobre as cepas hospitalares. Sugere-se a realizagao de estudos farmacoldgicos
e toxicoldgicos desse componente para avaliar a possivel aplicagdo clinica.

Palavras-chave. Candida spp, capim limao, Cymbopogon citratus, atividade antifiingica, odleo
essencial.

ABSTRACT

The antifungal activity of Cymbopogon citratus essential oil was assessed by means of agar diffusion
technique on 24 Candida albicans isolates and 15 Candida tropicalis isolates originated from patients with
suspected nosocomial infection, and one Candida albicans ATCC 10231 standard strain. Cymbopogon
citratus essential oil showed antifungal activity on 100% of the isolates which were analyzed from 25%
(v/v) on concentrations, indicating its effective activity on nosocomial microorganisms.

Key words. Candida spp, lemongrass, Cymbopogon citratus, antifungal activity, essential oil.
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INTRODUCAO

Nas ultimas quatro décadas, observou-se um
aumento da incidéncia de infec¢des sistémicas graves por
fungos oportunistas devido a resisténcia destes frente as
atuais classes de antifingicos, o que estd correlacionado
com o uso indiscriminado dos mesmos. Além do mais, os
antifingicos comumente usados causam efeitos adversos
aos pacientes, que incluem hipersensibilidade, reacdes
alérgicas e imunossupressdo’. Estas incidéncias sdao
também influenciadas por algumas doengas tais como
cancer, diabetes e AIDS 24 >¢,

Dentre os fungos oportunistas, o grupo que
abrange Candida spp., foi considerado o quarto maior
isolado em infec¢do sanguinea nosocomial registrado
no Canadd, EUA, Europa e América Latina’. Este estudo,
realizado entre 1997 a 1999, o qual abrangeu 71 centros
médicos, mostrou predominéncia de C. albicans entre 45% a
60% em todas as infecgoes sanguineas causadas por Candida
spp. Candida tropicalis foi colocada como a segunda espécie
mais isolada, seguida por Candida parapsilosis, na América
Latina e em alguns centrsos médicos da Europa’. Estudos
recentes nestas regioes evidenciaram que esta incidéncia
permanece pouco alterada®®*1%!%; valores semelhantes tém
sido observados em hospitais no Brasil e em alguns paises
asiétiCOS4’ 5,12,13, 14, 15'

Entre os antifingicos frequentemente usados
para o tratamento das infec¢oes causadas por Candida
Spp., estao os derivados de poliénicos, a 5-fluorocitosina
e os derivados azoélicos'. Os agentes antifingicos tém
como principal objetivo atuar unicamente contra fungos
patogénicos, todavia, devido as semelhancas celulares
também sao prejudiciais as células humanas'. Atualmente,
além da toxicidade promovida pelos antifingicos, um
numero cada vez maior de cepas de varias espécies de
Candidatem adquirido resisténcia a estes firmacos>” - 131418,

Com isso, varios trabalhos tém sido desenvolvidos
com produtos de origem vegetal na busca de uma
alternativa mais eficiente e menos téxica para o tratamento
das infec¢des fiingicas'. Entre as espécies vegetais, destaca-
se o Cymbopogon citratus (C. citratus) cujo 6leo essencial
obtido das folhas tem apresentado 6tima atividade
antifingica. Pertencente a familia Poaceae e originaria da
India, C. citratus (D.C.) Stapf é conhecido popularmente
no Brasil como capim-limao ou lemongrass nos paises
de lingua inglesa®. E uma erva perene, ereta, de 0,60 a
2 m de altura, com folhas aromaticas, estreitas, longas e
paralelinérveas partindo da base 2>2'. Suas folhas hd muito

tempo, sdo consumidas pela populacio na forma de cha
ou infusdo. O seu principal emprego estd relacionado
no alivio de pequenas célicas uterinas e intestinais,
ma digestao, flatuléncia, no tratamento de insonia,
nervosismo, além de efeitos antitérmico, antiespasmaédico
e diurético .

A atividade antifingica de C. citratus estd
relacionada ao dleo essencial, principio odorifero da
planta, contido em suas folhas. No entanto, sio poucos
os trabalhos existentes em relagdo a sua a¢do antifiingica
contra leveduras do género Candida, especialmente
aquelas isoladas de pacientes hospitalizados. Contudo,
tem sido relatado que pequenas concentrag¢des do
6leo essencial promovem excelentes efeitos em cepas
de distintas espécies de Candida". Mishra e Dubey*,
demonstraram que o 6leo essencial foi ativo contra 47
espécies de fungos, incluindo Candida spp. Resultados
promissores contra fungos filamentosos e bactérias
também foram descritos™ .

Diante das perspectivas oferecidas pela acao
antifingica do 6leo essencial de C. citratus, e frente
ao aumento da resisténcia e incidéncia das infec¢des
hospitalares por Candida, ha grande interesse em
desenvolver novos antifiingicos eficientes com baixa
toxicidade e custo acessivel. Desse modo, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a atividade antifingica do
6leo essencial de C. citratus em cepas hospitalares de C.
albicans e C. tropicalis.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Folhas de Cymbopogon citratus foram coletadas no
Horto Medicinal da Universidade de Taubaté (UNITAU),
Taubaté — SP, no periodo da manha, em marco de 2005.
As folhas foram cortadas a altura entre 20 a 30 cm a partir
do solo e protegidas da luz”. A espécie foi identificada
no Nucleo de Estudos Botinicos do Centro de Estudos
da Natureza (CEN), Universidade do Vale do Paraiba
(UNIVAP), Sdo José dos Campos — SP.

Extragao do 6leo essencial

O processo de obtencdo do 6leo essencial,
realizado no Laboratério de Sintese Organica do Instituto
de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) — UNIVAP, seguiu
o método direto por destilagdo com arraste de vapor?.
Folhas frescas (100 g) de C. citratus foram picadas e
imersas em 500 mL de dgua destilada. O 6leo foi separado
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da dgua utilizando acetato de etila (E7770, Sigma) e
seco com sulfato de magnésio anidro (M7506, Sigma) a
temperatura ambiente, até formar precipitado. A solugao
foi filtrada e evaporada para a remogao do solvente. Logo
apds, o 6leo foi pesado e armazenado a 4°C.

Analise Quimica

A andlise por cromatografia gasosa (CG) foi
realizada utilizando um cromatégrafo de gds Shimadzu
GC-17A com detector FID, no modo de injecao split.
Uma coluna capilar Durabond-DB5 (30 m x 0,25 mm,
espessura do filme 0,25 pm) foi operado a 60 °C for 3
min, programado de 60°-220 °C a 5 °C/min e mantido
em 220 °C por 5 min. Hélio foi utilizado como gas de
arraste (1 mL/min) e a temperatura do injector foi 250
°C. A porcentagem relativa de componentes individuais
foi obtido baseado nas dreas dos picos obtidos pela
integracao eletronica sem o fator de correcao de reposta
FID. A anilise CG/EM (70 eV) foi realizada utilizando
o espectrofotometro Varian Saturn 2000 equipado com
uma coluna de capilar CP-Sil-8CB (30 m x 0,25 mm,
espessura do filme 0,25 pm) sobre as mesmas condi¢des
relacionadas acima. Os componentes do 6leo essencial
foram identificados pela comparacao de seus indices
de retengdo (relativo aos n-alcanos) e espectros de
massa com os dados encontrados na literatura®. Apés a
indentifica¢do, os dados foram armazenados no banco de
dados de espectrometria (NIST 1998).

Teste antimicrobiano

A atividade antimicrobiana foi feita pelo método
de difusdo em dagar (cavidade/placa) modificado®® 3" 2
Foram avaliadas 24 amostras de leveduras das espécies
C. albicans e 15 de C. tropicalis pertencentes ao Instituto
Adolfo Lutz (TAL), coletadas entre 2002 e 2003, apenas
de pacientes com suspeita clinica de infec¢dao hospitalar
no Hospital Universitdrio de Taubaté (HUT) (Tabelas 1
e 2). A cepa padrao utilizada foi C. albicans ATCC 10231.
Os in6culos de 10° UFC/mL de Candida foram semeados
em meio dgar Dextrose Sabouraud (Difco, Detrit,
USA). O indculo de cada cepa testada foi padronizado
de acordo com Clinical and Laboratory Standard
Institute®. Subsequentemente, aliquotas de 20 pL de cada
concentragao de soluco testada foram aplicadas em pocos
com 5 mm de didmetro. As solugdes do 6leo essencial
foram preparadas a partir do 6leo bruto diluido nas
concentragoes de 10%, 15%, 25%, 35%, 50% e 60% (v/v)
em 6leo vegetal (6leo de améndoas, LECLERC-LTDA) e
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mantidas a 4°C. Apds a incubagdo a 37°C por 48 h, foi
realizada a medi¢ao dos didmetros, em milimetros (mm),
dos halos de inibicao. Nitrato de miconazol (20 mg/mL
— concentracao utilizada no mercado) foi utilizado como
controle positivo; e o 6leo vegetal (6leo de améndoas)
como controle negativo, no qual nenhum efeito inibitério
foi observado (dado nao mostrado). Os testes foram
realizados em triplicata para cada micro-organismo, sendo
o resultado final determinado pela média aritmética e
desvio padrao dos halos de inibi¢ao, de cada concentracao
do C. citratus e controle positivo, entre as cepas da mesma
espécie. Foi considerado a distribui¢ao normal sendo o
desvio padrao 6, **. A sensibilidade das cepas testadas
frente ao dleo de C. citratus foi atribuida aquelas cujo halos
de inibi¢ao ficaram acima de 6 mm e ausentes de colonias
micro-satélites no seu interior.

RESULTADOS

O processo de extra¢do do 6leo essencial, por
destilagao com arraste de vapor, rendeu 0,57% de
6leo a partir de 100 g de folha frescas de C. citratus.
Seus constituintes majoritdrios foram detectados pela
andlise de CG/EM, que mostrou a presenca de a-citral
(28,03%), B-citral (12,02%) e sulcatone (4,8%).
Os resultados dos testes de sensibilidade das cepas
de C. albicans e C. tropicalis frente ao 6leo essencial
estdo organizados respectivamente nas Tabelas 1 e 2,
e a comparagdo do grau de sensibilidade entre ambas
as cepas estd demonstrada na Figura 1. Foi observada
atividade antifingica em todas as cepas, de ambas as
espécies de Candida apartir da concentragao de 25% do
6leo. Contudo, a menor concentragdo testada do 6leo
(10%) demonstrou atividade contra 48% das cepas de
C. albicans e 20% das cepas de C. tropicalis.

Considerando os resultados a partir da concen-
tracao de 25% onde todas as cepas, de ambas as espécies,
apresentaram sensibilidade ao 6leo, ocorreram variagdes
nos halos de inibi¢ao, principalmente nas cepas de
C. albicans, sendo melhor observado a apartir da
concentra¢do de 50% . Na maior concentragdo testada
(60%) ocorreu inibicao apresentando halos entre
17 a 38 mm, que foi também observado no controle
positivo, com halos entre 28 a 50 mm. Em relagdo a
C. tropicalis as varia¢gdes dos halos de inibi¢ao foram
menos expressivos, como pode ser observado a partir
da concentra¢ao de 25% o desvio padrao nao excedeu
a+ 2 mm (Tabela 2).
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Tabela 1. Halos de inibicdo (mm) formados pela acdo antifingica do 6leo essencial de C. citratus contra 24 cepas
hospitalares de C. albicans e uma cepa padrdo ATCC 10231

ATCC 10 13 20 26 28 30 37
10231

Ca25 0 12 16 19 21 30 34

Caz29 0 0 15 20 21 23 42

Ca31 0 0 15 19 26 29 30

Ca35 0 0 16 18 21 21 40

Ca55 0 0 17 21 34 36 45

Cab1 0 0 16 17 19 21 41

Cab5 11 13 16 26 26 30 37

Ca70 10 12 17 23 26 30 36

Ca73 11 13 19 22 24 27 33

Ca85 10 12 19 23 24 25 35

Ca87 10 13 19 24 30 30 45

Ca104 10 12 17 23 30 31 35
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Tabela 2. Halos de inibicdo (mm) formados pela acdo antifungica do 6leo essencial de C. citratus contra 15 cepas
hospitalares de C. tropicalis

Ct05 0 0 13 15 22 22 35

Ct33 0 0 13 16 18 20 35

Ct57 0 0 12 15 17 18 29

Ct62 0 0 13 17 24 24 31

Cte7 0 9 13 15 17 18 30

Ct81 0 0 12 14 17 21 33

Ct83 7 8 12 14 18 19 32

Ct97 0 8 13 16 18 19 33

Resultados numéricos em mm.

A cepa de referéncia C. albicans (ATCC O nitrato de miconazol (20 mg/mL) foi utilizado
10231) apresentou halos maiores que os valores da  como controle positivo contra as cepas testadas,
média de todos os halos das cepas de C. albicans.  produzindo halos de inibi¢ao entre 27-45 mm (Tabelas 1
No entando, algumas cepas de isolados hospitalares e 2); e como controle negativo foi utilizado o dleo vegetal
apresentaram maior sensibilidade ao 6leo que acepa  de améndoas, sendo que nenhum efeito inibitério foi
de referéncia. observado (dados nao mostrados).

'S
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Figura 1. Média dos halos de inibicao (em mm) das cepas de C. albicans
e C. tropicalis frente a 20 plL do 6leo essencial de C. citratus em diferentes
concentracoes e o controle positivo nitrato de miconazol a 20 mg/mL.

DISCUSSAO

Os bleos essenciais podem ser avaliados de acordo
com suas caracteristicas fisico-quimicas como: teor ou
rendimento, estabilidade e quantifica¢do de constituintes
quimicos. Estas caracteristicas variam e dependem
diretamente do local onde a planta é cultivada, sendo
influenciadas dentre vérios fatores pelo clima, solo, tratos
culturais e exposicao a luz, dependendo também da suas
caracteristicas genéticas?'.

O 6leo essencial C. citratus, extraido pelo método
de destilagao com arraste de vapor, teve um rendimento
de 0,57% das folhas frescas. Este resultado est4 de acordo
com Akisue et al.?, que obtiveram um rendimento entre
0,46% a 0,86%; e Mishra e Dubey* que também chegaram
aresultados semelhantes com rendimentos entre 0,29% e
0,64%; tal variacao para ambos os trabalhos dependeu da
época do ano em que as folhas foram coletadas.

Apesar das poucas publicagoes referentes a agao
antifingica do 6leo contra cepas de Candida de origem
hospitalar, os resultados do presente trabalho foram
compativeis as referéncias existentes. Lima e Farias"
demonstraram o potencial antifiingico do 6leo essencial
de C. citratus, o qual inibiu o crescimento de todas as cepas
hospitalares do género Candida testadas, entre estas, C.
albicans, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. pseudotropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei e C. guilliermondii.

Considerando os resultados a partir da concen-
tracao de 25% onde todas as cepas, de ambas as espécies,
apresentaram sensibilidade ao 6leo, ocorreram variagdes
nos halos de inibi¢do, principalmente se tratando de C.

albicans, onde tais varia¢des, de acordo com os desvios
padroes, aumentaram com o aumento das concentragdes
do dleo (Tabela 1), enquanto em relagdo a C. tropicalis,
estas variagdes foram percebidas em menor intensidade.
Variagoes semelhantes foram observadas por Lima e
Farias” em um experimento empregando o método de
disco de papel, onde os halos mediram entre 20 a 40 mm
para C. albicans e de 20 a 32 mm para C. tropicalis. Nossos
resultados estdo em acordo com a literatura a qual sugere
que, ndo apenas cepas de C. albicans, mas também cepas de
C. tropicalis, isoladas de infec¢oes nosocomiais, possuem
diferentes graus de susceptibilidade.

Outros trabalhos mostram bons resultados
relativos a atividade antifingica do 6leo essencial de C.
citratus. Onawunmi® obteve satisfatério efeito antifingico
contra Candida spp., tendo halos de inibi¢do numa média
de 26 mm para cepas selvagens de C. albicans e 32 e 53
mm para cepas padroes de C. albicans e C. pseudotropicalis,
respectivamente. Onawunmi® seguido por Mishra and
Dubey* sugeriram que o efeito antimicrobiano do 6leo
essencial de C. citratus é devido ao citral, componente
majoritdrio do 6leo que demonstrou admiravel atividade
antifingica. Em 1998, Carmo et al*. analisaram a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de C. citratus, contra
10 cepas de C. albicans, isoladas de pacientes com AIDS,
e obtiveram inibicao em 90% das cepas. Schuck et al.*
também mostram resultados promissores, ja que a agao
do 6leo essencial, frente a cepas padrdes de Candida, foi
superior a nistatina usada como controle positivo.

Numa ultima avaliacao, a Figura 1 mostra a
comparagao das médias dos halos de inibigao formados,
pelas concentracoes do 6leo essencial para as cepas de
ambas as espécies. Nota-se uma tendéncia de saturagdo da
atividade antifingica do 6leo essencial com o aumento da
concentra¢ao, tendendo a ficar abaixo do valor da média
dos halos de inibicao do controle positivo. No entanto, isso
nao indica que o potencial antifingico do 6leo seja inferior,
sendo necessario realizar testes com concentra¢des mais
elevadas e, futuramente, testes toxicologicos, jd que se deve
levar em consideracao que a maioria dos antifingicos no
mercado causam efeitos colaterais.

CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou bons resultados
da agdo antifingica do dleo essencial das folhas frescas
de C. citratus em cepas hospitalares de C. albicans e C.
tropicalis. Todas as cepas, de ambas as espécies, foram
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inibidas a partir da concentragao de 25% do éleo essencial.
Dessa forma, sugere-se futuros estudos contra outros
fungos patogénicos, além de estudos farmacoldgicos e
toxicoldgicos para uma futura aplicagao clinica.
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