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RESUMO

O citral, componente do 6leo essencial de Cymbopogon citratus, tem sido pesquisado para verificar sua agao
antimicrobiana em bactérias e fungos. Com o objetivo de avaliar a atividade antifungica do citral contra
leveduras do género Candida, no presente trabalho foram avaliadas 32 amostras de Candida albicans, 25
de C. tropicalis, 20 de C. parapsilosis e 5 de C. glabrata, coletadas de pacientes hospitalizados. O citral foi
testado nas concentra¢des de 10%, 15%, 25%, 35%, 50% e 60% (v/v), utilizando a técnica de difusdo em
agar Sabouraud. A atividade antifungica do citral foi constatada em todas as leveduras selecionadas nas
concentragdes >25%. Mediante os resultados obtidos, sugere-se a realizacdo de novas pesquisas sobre
citral frente as demais espécies de fungos patogénicos para conhecer as caracteristicas toxicoldgicas e
farmacoldgicas para que esse componente possa futuramente ser utilizado como um importante principio
ativo na producio de novos agentes antiftingicos.

Palavras-chave. citral, Candida sp, leveduras, fungos e infec¢do hospitalar.

ABSTRACT

Citral is the Cymbopogon citratus essential oil compound which has been investigated to verify its
antimicrobial activity on bacteria and fungi. Aiming at evaluating the antifungal activity of citral on
Candida sp yeasts, the present investigation analyzed 32 samples of Candida albicans, 25 of C. tropicalis, 20
of C. parapsilosis and 5 of C. glabrata isolated from hospitalized patients. Citral at concentrations of 10%,
15%, 25%, 35%, 50%, and 60% (v/v) were assayed by agar diffusion technique on Sabouraud medium. The
antifungal activity of citral was evidenced on all selected yeast at concentration of >25%. Hence, further
studies on citral antimicrobial activity on other pathogenic fungi species could be performed, also on the
citral toxicological and pharmacological properties in order to be used as an crucial active principle for
manufacturing new antifungal agents.
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INTRODUCAO

A partir da década de 1970, observou-se um aumento
na incidéncia das infec¢des sistémicas graves por fungos
oportunistas'. Registros no Sentry Antimicrobial
Surveillance Program referentes a agentes isolados nos
casos de infeccdo sanguinea nosocomial apresentam
leveduras do género Candida ocupando a quarta
posicao’.

Candida albicans (C. albicans) é a espécie mais
frequentemente isolada e a principal envolvida na etiologia
das infec¢des invasivas e superficiais>**. Entretanto, tem
sido verificada uma crescente participacio de espécies nao-
albicans nas infeccdes hospitalares em varios paises>>”#10,
No Brasil, um estudo realizado na Santa Casa Complexo
Hospitalar, foi verificado que espécies de Candida
nao-albicans corresponderam a 51,6% dos episodios de
candidemia da Institui¢dao; Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, e outras
espécies foram responsaveis por 25,8%, 13,3%, 3,3%, 1,7%
e 7,5% dos casos, respectivamente’’.

Estudos relacionados as infec¢des causadas por
leveduras do género Candida tém mostrado que apro-
ximadamente metade dos individuos, internados em
unidades hospitalares, acometidos por candidemia evoluem
para 6bito. Entre as espécies responsaveis pelo elevado
indice de mortalidade destacam-se C. tropicalis, C. albicans
e C. parapsilosis>'?. Nao obstante, espécies de Candida
resistentes aos antiftingicos disponiveis, atualmente, tém
sido encontradas em varias regides do mundo®*!*!>141>,

Desse modo, em considera¢gdo ao aumento das
infec¢des hospitalares causadas por leveduras do género
Candida, bem como a ocorréncia de cepas resistentes aos
atuais antifngicos, muitos trabalhos vém sendo realizados
com produtos de diversas espécies vegetais, frente a varios
micro-organismos como, fungos e bactérias'®''®. Entre
as plantas utilizadas destaca-se Cymbopogon citratus,
conhecida popularmente como capim-limao, da qual o
6leo essencial extraido tem sido ativo contra leveduras
do género Candida'®. Tal atividade, segundo Onawunmi®,
deve-se ao citral (3,7-dimetil-2,6 octadienal), componente
majoritdrio do 6leo obtido de folhas frescas, constituido de,
aproximadamente, 40% de geranial e 31% de neral*»*..

Dentre as propriedades bioldgicas do citral, destaca-
se sua a¢do fungicida?®*. Souza et al.** determinaram o
perfil de sensibilidade de fungos filamentosos, isolados de
alimentos, a varios fitoconstituintes obtidos de distintos
6leos essenciais. Dentre os fitoconstituintes utilizados, o

citral apresentou a melhor atividade antifingica para a
maioria das cepas avaliadas.

No entanto, a atividade fungicida do citral tem
sido verificada principalmente em fungos filamentosos,
sendo poucos os estudos realizados com leveduras. Desse
modo, devido a escassez de estudos realizados com fungos
leveduriformes, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antifingica do citral, contra leveduras do género
Candida obtidas de pacientes hospitalizados.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade do Vale do Paraiba.

O componente citral (sintético), denominado
3,7 dimetil — 2,6 — octadienal (mistura cis e trans a 95%),
utilizado nos testes antiftingicos, foi obtido pela empresa
ACROS".

Para os testes microbioldgicos foram estudadas
amostras de leveduras do género Candida registradas
e pertencentes a Universidade de Sdo Paulo, Instituto
Adolfo Lutz e Hospital Universitario de Taubaté (HUT).
Tais amostras foram isoladas de diversas localidades
(cateter, sondas, secrecdes das vias aéreas e géstricas, pele
e mucosas, liquido peritoneal e sangue) de pacientes com
suspeita clinica de infec¢ao hospitalar.

Foram estudadas 32 cepas de C. albicans, 25
de C. tropicalis, 20 de C. parapsilosis e 5 de C. glabrata,
bem como cepas padrdes de C. albicans (ATCC 10231) e
C. parapsilosis (ATCC 22019).

O método utilizado nos ensaios microbioldgicos
foi difusdo em dgar (Pourplate). Em placas de antibiograma
estéreis, foi acrescentado 1 mL da suspensio do micro-
organismo, preparada em solucdo fisioldgica e padronizada
a0,5 da escala de MacFarland, correspondendo a 10° UFC/
mL. Posteriormente, foram adicionados 70 mL de dgar
Sabouraud Dextrose (Difco Laboratérios Ltda). Apos
a solidificacao do meio, foram realizadas seis cavidades
radiais e uma central de 6 mm de diametro.

Para a avalia¢ao antifingica, o citral foi diluido
em Oleo vegetal de améndoa (LECLERC-LTDA). As
concentra¢des preparadas foram: 10%, 15%, 25%, 35%,
50% e 60% (v/v). O nitrato de miconazol (20 mg/mL) foi
utilizado como controle positivo.

Nas cavidades radiais foram aplicadas 20 pL de
cada uma das concentragdes preparadas do citral, e na
cavidade central o controle positivo nitrato de miconazol
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(20 pL). As placas permaneceram a temperatura ambiente
até a total pré-difusdo. Em seguida, foram incubadas
a 35°C por 48 horas. Ap6s o periodo de incubagao, foi
realizada a leitura das placas medindo, em milimetros, o
diametro dos halos de inibi¢ao formados. Consideraram
sensiveis ao citral todas as cepas com formacao de halos
de inibicao ausentes de colonias microssatélites no seu
interior. O resultado final foi determinado pela média
aritmética e desvio padrao dos halos de inibi¢ao de cada
concentragao do citral e controle positivo, entre as cepas
da mesma espécie, considerando a distribui¢do normal
sendo o desvio padrao 5, '*".

RESULTADOS

Os resultados obtidos nos testes para avaliar a atividade
antifingica do componente citral contra as leveduras do
género Candida encontram-se nas Tabelas 1,2, 3 e 4.

De acordo com os testes, foi constatada atividade
antifungica do citral em 100% das leveduras selecionadas a
partir das concentragdes de 15% para C. albicans (Tabelal)
e C. glabrata (Tabela 4), com halos de inibi¢ao numa média
de 12 e 9 mm de didmetro, respectivamente; e 25% para
C. tropicalis (Tabela 2) e C. parapsilosis (Tabela 3) com
halos em média de 14 e 10 mm, respectivamente.

Na menor concentra¢do avaliadas (10%), 76%
das cepas de C. albicans e 20% das cepas de C. tropicalis
foram sensiveis, formando halos de inibi¢ao entre 8 a
11 mm e 8 a 10 mm, (Tabelas 1 e 2, respectivamente).
Contudo, para C. parapsilosis e C. glabrata nao ocorreu
a formagao de halos nesta concentracao (Tabelas 3 e 4,
respectivamente). Em relagdo a maior concentragio de
citral utilizada (60%), as médias dos halos de inibi¢ao das
cepas de cada espécie estudada ficaram abaixo da média
do controle positivo (Figura 1).

Das espécies estudadas, verificaram-se expressivas
variacoes, de acordo com o desvio padrao, no grau de
sensibilidade em algumas cepas, exceto para as amostras de
C. glabrata o qual os halos foram parecidos (Tabela 4).

A Figura 1 representa as médias dos didmetros dos
halos de inibi¢ao de cada espécie de Candida, nas distintas
concentragoes do citral e nitrato de miconazol.

DISCUSSAO
Cada vez mais, tém sido realizadas pesquisas relacionadas

amicro-organismos considerados de alta patogenicidade a
sobrevida humana e resisténcia a antibidticos, associados
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as infeccdes oportunistas, principalmente aqueles
responsaveis por infecgao hospitalar'®. Assim, com o
aumento considerdvel de infec¢des por leveduras do
género Candida, em ambiente hospitalar e resistentes
aos atuais antifingicos>'®!>!314152 pesquisadores tém se
dedicado a estudos de novos farmacos, sejam de origem
natural ou sintética, com intuito de obter novos principios
ativos para uma possivel aplicacdo clinica. Neste trabalho,
verificou-se promissora atividade antifingica do citral
contra as leveduras de Candida obtidas de pacientes
hospitalizados.

Com base nos resultados pode-se observar que,
de um modo geral, C. albicans foi a espécie mais sensivel
em relacdo as ndo-albicans frente ao citral (Figura 1).
C. tropicalis foi a segunda espécie mais sensivel ao citral
(Tabela 2). Esta espécie é considerada o segundo ou
terceiro agente etiolégico mais comum nas infec¢oes
hospitalares no Brasil**¥, sendo responsével pelo alto
indice de mortalidade em pacientes com candidemia®'%.
Vale ressaltar que algumas cepas de C. tropicalis tém sido
citadas como resistentes ao fluconazol®. C. parapsilosis
foi a espécie de menor sensibilidade ao citral (Figura 1);
nenhuma cepa desta espécie foi sensivel nas concentragdes
abaixo de 25%, e 0 didAmetro dos halos foram relativamente
menores que as demais espécies (Tabela 3).

C. albicans também mostrou maior sensibilidade
ao nitrato de miconazol, do que as espécies nao-albicans

W C. albicans W C. tropicalis B C. parapsilosis O C. glabrata

50+

45

Diametro dos halos (mm)

0+ T T T T T T 1

10 15 25 35 50 60 Nitrato de
Miconazol 20
. mg/mL
Concentracoes do Citral (%)

Figura 1. Média dos halos de inibicdo (em mm) das amostras hospitalares
de leveduras do género Candida sp frente ao citral (20 pL) em diferentes
concentracoes e ao controle positivo nitrato de miconazol (20 ulL) a 20 mg/mL.
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Tabela 1. Avaliacdo antifungica do citral contra cepas de C. albicans isoladas de diferentes espécimes clinicas de
pacientes internados no HUT

Concentragées em % (v/v) - 20 uL Controle positivo
Cepas 20 pL (Nitrato de
10 15 25 35 50 60 Miconazol) 20 mg/mL
003 11 14 18 24 33 34 52
008 0 10 14 15 17 18 28
011 11 14 20 27 30 30 49
012 10 12 17 23 30 32 48
013 9 11 17 25 27 29 47
014 9 13 20 23 27 27 47
015 10 14 18 25 26 26 47
020 11 13 16 18 20 22 40
023 9 14 20 23 24 26 52
024 9 14 18 24 27 34 43
030 0 11 14 17 19 21 31
031 9 11 16 19 22 24 47
034 0 11 13 15 19 19 44
035 8 10 15 16 17 20 40
055 9 11 16 17 19 21 51
056 11 13 20 22 24 26 47
060 11 12 17 21 30 34 37
061 9 11 16 20 24 26 40
064 0 10 15 18 24 26 40
065 9 11 14 19 24 29 34
069 0 12 15 19 21 22 36
070 0 12 16 22 22 23 35
072 10 13 16 18 21 25 35
073 10 12 15 19 20 22 40
074 0 12 16 22 23 23 40
078 9 13 17 20 20 21 40
085 9 11 16 18 20 22 50
086 0 15 17 24 26 28 40
087 8 10 16 20 23 26 43
091 10 14 15 18 20 24 40
094 10 12 15 19 24 28 43
104 10 13 16 20 22 25 37
ATCC 10231 11 14 16 19 21 25 45
Média em mm 7 12 16 20 23 25 42
Desvio padrao +4 + 1 +2 +3 +4 +4 +6

HUT: Hospital Universitario de Taubaté.
Resultados numéricos em mm.
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avaliadas (Figura 1). Sugerem-se estudos para verificar qual
0 mecanismo da a¢do antifiingica do citral sobre leveduras,
uma vez que nao existem trabalhos que relatem tal
mecanismo. Porém, um estudo realizado com esporos de
Aspergillus flavus demonstrou que o citral tem capacidade
de: danificar diretamente a parede e a membrana celular
dos esporos, causando a diminui¢do do volume celular;

aumentar a concentragao e a agregacao nao funcional de
macromoléculas levando a desordem metabélica; afetar o
sistema de oxidacao e o ciclo do dcido tricarboxilico sendo
verificadas também mudangas na forma, no ntimero e na
diminui¢do da fun¢ao das mitocondrias; além de causar
danos no DNA *. Ja o mecanismo de a¢ao dos azdis,
outro antifingico, consiste em interferir na biossintese

Tabela 2. Andlise da acdo antifingica do citral contra cepas de C. tropicalis isoladas de diferentes espécimes clinicas

de pacientes internados no HUT

Concentracoes em % (v/v) - 20 uL

Controle positivo

Cepas 20 pL (Nitrato de
10 15 25 35 50 60 Miconazol) 20 mg/mL
005 0 12 15 17 18 19 34
006 10 12 16 26 30 30 34
009 10 11 15 19 25 27 43
033 0 8 13 17 19 20 35
037 8 13 16 17 18 20 33
041 0 0 15 16 16 16 29
045 0 10 15 16 17 17 25
047 0 9 15 18 19 20 30
048 0 0 14 16 17 18 25
050 0 10 15 17 18 19 29
051 0 9 13 15 16 16 24
054 0 0 13 15 16 16 24
057 0 9 14 15 17 20 35
058 10 11 14 18 22 25 35
062 0 0 17 20 23 25 38
066 0 10 15 16 17 18 30
067 0 10 15 17 20 21 30
071 0 9 15 16 17 20 31
081 9 9 13 16 18 21 40
082 0 8 12 14 15 16 29
083 0 10 13 15 16 17 28
095 0 8 15 18 19 20 35
097 0 10 14 15 16 19 32
101 0 9 13 16 17 19 36
103 0 0 10 12 14 15 22
Média em mm 2 8 14 17 18 20 31
Desvio padrao +4 +4 + 1 +3 +3 +4 +5

HUT: Hospital Universitario de Taubaté.
Resultados numéricos em mm.
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de ergosterol das células fingicas, através da inibi¢ao
da enzima 3A (CYP3A) do citocromo P-450, a lanosina
14-desmetilase, responsével pela conversao do lanosterol
em ergosterol. Em consequéncia, hd alteracao na fluidez e
permeabilidade da membrana citoplasmadtica do fungo. Os
az6is atuam também sobre leveduras do género Candida
impedindo a transformacgao das células leveduriformes
em hifas, sua forma patogénica'.

Dentro das espécies estudadas, C. albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis, nao houve uniformidade na
formacao dos halos de inibi¢do, o que reflete diferencas de
sensibilidade de cada cepa ao citral. Tal comportamento

pode ser justificado pela origem clinica destas amostras,
pois as cepas foram obtidas de pacientes com diferentes
graus de enfermidade, sitios de coleta e tratamentos com
antifingicos (Tabelas 1,2 e 3).

Mesmo quando os halos de inibi¢ao formados
pelas amostras de Candida nao-albicans (Tabelas 2, 3 e
4) foram relativamente menores que aqueles formados
pelas amostras de C. albicans (Tabela 1), ndo foi observada
resisténcia ao citral em nenhuma das cepas selecionadas.
Cabe ressaltar que a concentragao minima do citral para
sensibilizar todas as leveduras do género Candida foi 25%
(Tabelas 1,2,3 e 4).

Tabela 3. Avaliacdo da acdo antifungica do citral contra cepas de C. parapsilosis isoladas de diferentes espécimes

clinicas de pacientes internados no HUT

Concentragées em % (v/v) - 20 uL

Controle positivo

Cepas 20 pL (Nitrato de
10 15 25 35 50 60 Miconazol) 20 mg/mL

002 0 0 9 10 12 15 32
004 0 0 10 12 14 17 34
007 0 0 8 10 14 18 35
010 0 0 8 10 12 14 30
022 0 0 10 13 16 20 35
026 0 0 14 16 25 26 38
038 0 0 8 12 15 18 34
042 0 0 13 15 19 20 38
044 0 0 9 10 20 20 34
049 0 0 11 15 20 20 37
052 0 0 9 10 15 15 34
053 0 0 8 9 13 14 34
059 0 0 9 15 16 20 33
080 0 0 13 14 19 20 36
089 0 0 8 15 15 16 35
090 0 0 10 15 15 16 30
093 0 0 8 12 14 20 37
099 0 0 12 17 19 20 30
100 0 0 9 15 16 19 30
102 0 0 10 14 17 18 34
ATCC 0 0 12 17 20 20 30
Média em mm 0 0 10 13 16 18 34
Desvio padrao =0 +0 +2 +3 +3 +3 +3

HUT: Hospital Universitario de Taubaté.
Resultados numéricos em mm.
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Tabela 4. Resultado da acao antifungica do citral contra cepas de C. glabrata isoladas de diferentes espécimes clinicas

de pacientes internados no HUT

Concentracées em % (v/v) - 20 uL

Controle positivo

Cepas 20 pL (Nitrato de
10 15 25 35 50 60 Miconazol) 20 mg/mL
016 0 8 12 16 17 17 30
032 0 9 12 16 16 16 30
036 0 8 11 14 15 17 30
039 0 9 12 16 17 17 30
040 0 9 12 15 16 16 30
Média em mm 0 9 12 15 16 17 30
Desvio padrao +0 +1 +0 +1 +1 +1 +0

HUT: Hospital Universitario de Taubaté.
Resultados numéricos em mm.

O citral tem mostrado ter alta eficiéncia sobre
cepas de C. albicans, inclusive superando antifingicos
como a nistatina e cloreto de benzalcénio'”'****. No
entanto, no presente trabalho foi utilizado o nitrato de
miconazol como controle positivo, numa concentragao
relativamente alta, que mostrou maior eficiéncia sobre
as leveduras que o citral. Vale ressaltar que os trabalhos,
citados acima, utilizaram poucas amostras sendo a
maioria cepas padrdes (ATCC). Nosso trabalho se difere
pelo fato de se utilizar uma quantidade relativamente
grande de isolados clinicos como amostras que, por sua
vez, sdo conhecidas como resistentes aos antifungicos
convencionais>»!®!»1415,

Mesmo com a escassez de dados relacionados a
acao antifiingica do citral contra Candida sp., é possivel
comparar a diferenca no grau de sensibilidade entre as
cepas de uma mesma espécie, com a atividade antifingica
do 6leo essencial obtido das folhas de Cymbopogon citratus
(capim limao), ja que o citral corresponde cerca de 70%
dos constituintes do 6leo®?!. Lima e Farias'®, a0 analisarem
o referido dleo, verificaram variagdes no didmetro dos
halos de inibi¢dao em oito isolados clinicos de C. albicans
(20240 mm), em duas cepas de C. tropicalis (20 e 32 mm)
e em duas cepas de C. parapsilosis (20 e 28 mm).

Segundo Onawunmi’!, o citral possui uma
melhor atividade em pH alcalino, e pode ser utilizado
em combinag¢do a outros agentes para aumentar sua
atividade antimicrobiana. Em consequéncia da avalia¢do
da atividade antifingica do citral contra Candida sp., e
da ndo ocorréncia de cepas resistentes a este componente,
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o presente trabalho abre perspectivas na produgao de
novos antifingicos; jdé que estudos vem relatando o
aumento de leveduras do género Candida resistentes
aos antifingicos convencionais disponiveis atualmente
para uso clinico.

CONCLUSAO

O citral mostrou boa atividade antifingica contra leve-
duras do género Candida de origem hospitalar. Todas as
cepas avaliadas foram sensiveis a partir da concentragdo
de 25%. Sendo assim, sugere-se futuros estudos do citral
frente a outras espécies de fungos patogénicos, como
também ensaios toxicologicos e farmacoldgicos para que
este componente possa ser utilizado, futuramente, como
um importante principio ativo na produc¢do de novos
antifingicos.
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