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Resumo

Introducdo: Devido as altas taxas de mortalidade, a candidemia tém se tornado um grave problema de salde na realidade pediatrica,
sobretudo quando se considera o aumento de infeccOes e a letalidade dos casos em grupos de risco como as criangas hospitalizadas e com
sistema imunolégico deficiente. Ultimamente tém-se percebido um aumento de infecgBes fungicas provocadas por espécies ndo-albicans,
trazendo uma nova realidade para o combate destas infec¢Bes, especialmente por envolver espécies resistentes a terapia convencional. Ja foi
demonstrado que o 6leo essencial de Cymbopogon winterianus possui uma vasta gama de propriedades farmacolégicas, incluindo atividade
antifingica. Objetivo: Este trabalho buscou avaliar a atividade antifungica do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor
(Poaceae) contra isolados de Candida ndo-albicans de importancia clinica pediétrica. Material e Método: A concentragdo inibitéria minima
(CIM) e a concentracdo fungicida minima (CFM) foram determinadas pelas técnicas de microdiluicdo em caldo. Resultados: Tanto a CIMsg,
quanto a CFMs, do 6leo essencial de C. winterianus para os isolados testados foi de 128 pg/mL.Concluséo: Este produto natural apresentou
potencial antifingico in vitro contra cepas de Candida ndo-albicans clinicamente relevante para a pediatria médica. Contudo, mais estudos
s80 necessarios para elucidar seu mecanismo de agéo.

Descritores: Técnicas de Tipagem Micoldgica; Candida; Candidemia; Cymbopogon; Oleos; Pediatria.

Abstract

Introduction: Due to the high mortality rates, candidemia has become a serious health problem in the pediatric reality, especially when
considering the increase of infections and the lethality of the cases in groups at risk such as children hospitalized and with deficient immune
system. Recently there has been an increase in fungal infections caused by non-albicans species, bringing a new reality to combat these
infections, especially since it involves species resistant to conventional therapy. It has been shown that the essential oil of Cymbopogon
winterianus has a wide range of pharmacological properties, including antifungal activity. Objective: This work aimed to evaluate the
antifungal activity of the essential oil of Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor (Poaceae) against Candida non-albicans isolates of pediatric
clinical importance. Materials and Methods: Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (CFM) were
determined by broth microdilution techniques. Results: Both the CIMs, and CFMs, of the C. winterianus essential oil for the tested isolates
were 128 pg/mL. Conclusion: This natural product presented antifungal potential in vitro against strains of Candida non-albicans clinically
relevant to medical pediatrics. However, more studies are needed to elucidate its mechanism of action.

Descriptors: Mycological Typing Techniques; Candida; Candidemia; Cymbopogon; Qils; Pediatrics.

Resumen

Introduccidn: Debido a las altas tasas de mortalidad, la candidemia se ha convertido en un grave problema de salud en la realidad pediétrica,
sobre todo cuando se considera el aumento de infecciones y la letalidad de los casos en grupos de riesgo como los nifios hospitalizados y con
un sistema inmunoldgico deficiente. Ultimamente se han percibido un aumento de infecciones fingicas provocadas por especies no-albicans,
trayendo una nueva realidad para el combate de estas infecciones, especialmente por involucrar a especies resistentes a la terapia
convencional. Se ha demostrado que el aceite esencial de Cymbopogon winterianus posee una amplia gama de propiedades farmacoldgicas,
incluyendo actividad antiflingica. Objetivos: Este trabajo busco evaluar la actividad antifingica del aceite esencial de Cymbopogon
winterianus Jowitt ex Bor (Poaceae) contra aislados de Candida no-albicans de importancia clinica pediatrica. Material y Métodos: La
concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracion fungicida minima (CFM) fueron determinadas por las técnicas de microdilucion
en caldo. Resultados: Tanto la CIMs, como la CFMs, del aceite esencial de C. winterianus para los aislados probados fue de 128 pg/ml.
Conclusion: Este producto natural present6 potencial antiflingico in vitro contra cepas de Candida no-albicans clinicamente relevante para la
pediatria médica. Sin embargo, més estudios son necesarios para elucidar su mecanismo de accion.

Descriptores: Técnicas de Tipificacion Micoldgica; Candida; Candidemia; Cymbopogon; Aceites; Pediatria.

INTRODUCAO
Ao redor do mundo, as infecgdes flngicas

30%*. Estudos sobre a incidéncia de candidemias na

tém se tornado um grave problema de satde publica,
onde as infec¢bes causadas pelo género Candida
figuram como a terceira infeccdo de corrente
sanguinea mais frequente. Esta situacdo adquire
maior importancia em grupos de risco como 0s
pacientes pediatricos, especialmente aqueles que
estdo com sistema imunoldgico comprometido e/ou
hospitalizados por longos periodos, onde a
candidemia atinge taxas de mortalidades superiores a
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populacdo pediatrica brasileira j& mostraram que C.
albicans é a espécie mais frequentemente isolada,
porém, tem ocorrido um aumento no ndmero de
candidemias provocadas por espécies ndo-albicans
tais como: C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
pelliculosa, C. guilliermondii, C. krusei, C. glabrata
e C. pararugosa’>.

Estas candidemias provocadas por espécies
ndo-albicans adquirem relevancia por apresentarem
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dificil tratamento devido a resisténcia inata ou
adquirida apresentada por estas leveduras contra 0s
agentes antifingicos tradicionais®. Somado a isso,
temos a escassez de farmacos disponiveis para um
tratamento eficaz de fungemias, onde normalmente
apresentam intensa toxicidade®, o que denota a
importancia de sucessivas pesquisas com o intuito de
se obter novos compostos que possam ser utilizados
contra estas infecges®.

Uma valiosa fonte de substancias com
potencial terapéutico esta na pesquisa com produtos
naturais, especialmente os de origem vegetal.
Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor, pertencente
a familia Poaceae, € uma erva aromatica medicinal
popularmente conhecida como citronela que ja
apresentou atividades farmacoldgicas como anti-
tumoral’, antibacteriana®, anticonvulsivante,
antioxidante®, inseticida®® e antimicotica®™.

Devido as propriedades antifngicas deste
Oleo essencial, buscou-se avaliar o potencial
antifangico do o6leo essencial de Cymbopogon
winterianus contra cepas de Candida néo-albicans
oriundas de infeccbes de corrente sanguinea de
pacientes pediatricos.

MATERIAL E METODO

o Substancias

O oleo essencial das folhas frescas de C.
winterianus Jowitt ex Bor foi obtido por
hidrodestilacdo pelo Dr. Paulo Alves Wanderley da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). A
identificacdo da planta foi realizada pela Dra. Rita
Baltazar de Lima, do Laboratério de Botanica da
UFPB. A exsicata foi registrada sob o codigo JPB
41387 e depositada no Herbario Professor Lauro
Pires Xavier na UFPB. A anfotericina B e 0
fluconazol foram obtidos na Sigma-Aldrich (Séo
Paulo, SP, Brasil), o dimetilsulféxido (DMSO) e
Tween 80 foram comprados na Labsynth Ltda.
(Diadema, SP, Brasil). A emulsdo dos produtos
utilizada nos ensaios antifngicos foi preparada no
momento da execucdo dos testes. Os produtos foram
solubilizados em DMSO, Tween 80 e agua destilada,
de forma a se obter uma concentragdo inicial de 1024
pug/mL. A mistura foi agitada durante 3 minutos em
um aparelho Vortex (Fanem® Ltda., Guarulhos, SP,
Brasil).
o Meios de cultura

Para testar a atividade biologica dos
produtos, foram utilizados o agar Sabouraud dextrose
(ASD), adquirido da Difco Laboratories (Detroit, Ml,
EUA), agar-fuba da HiMédia Laboratories (Mumbai,
MH, india), e RPMI-1640 com L- glutamina sem
bicarbonato de sodio da Sigma-Aldrich (S&o Paulo,
SP, Brasil). Os meios foram preparados e usados de
acordo com as instrucbes dos fabricantes. Os meios
foram solubilizados em agua destilada e esterilizados
em autoclave a 121-C, 1,0 atm durante 15 min.
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o Amostras flngicas

Os ensaios foram realizados com seis cepas
de Candida ndo-albicans isoladas de pacientes
pediatricos com infeccdo da corrente sanguinea e
duas cepas ATCC como padrdo. Duas cepas clinicas
de Candida tropicalis (AM-01 e AM-12); duas cepas
clinicas de Candida parapsilosis (AM-05 e AM-14) e
duas cepas clinicas de Candida pelliculosa (AM-03 e
AM-11). As cepas usadas como padrdo foram: C.
tropicalis ATCC-13803 e C. parapsilosis ATCC-
22019. Estas cepas pertencem a colecdo do
laboratorio de micologia da UFPB e foram mantidas
em ASD a 4°C até a utilizacdo nos testes.

o Determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM)

A CIM foi determinada pelo método da
microdiluicdo™. Culturas de Candida spp. foram
semeadas em ASD e incubadas por 24-48 horas em
temperatura de 37°C. ColOnias dessas culturas foram
suspensas em solucdo de 0,85% NaCl estéril e o
in6culo foi padronizado de acordo com a escala 0,5
de McFarland (1-5x10° UFC/mL). Em placa de 96
pogos foram distribuidos meio liquido de RPMI-1640
e oOleo essencial de C. winterianus em concentragdes
de 1024 a 0,5 pg/mL. A determinagdo da CIM foi
conduzida com aproximadamente 1-5x10° UFC/mL
de microrganismos em cada pogo. As placas foram
incubadas a 37°C por 24-48 horas. Em 24-48 horas
houve uma observacdo visual do crescimento
fangico. A CIM foi definida como a menor
concentracdo do 6leo que inibiu o crescimento visivel
da levedura™'*. Um controle negativo (sem drogas)
foi realizado para confirmar a viabilidade celular
fangica™. Um controle de sensibilidade ao Tween 80
e DMSO foi realizado nas mesmas concentragdes
utilizadas para dissolver os produtos. Houve trés
independentes experimentos em duplicata em
diferentes ocasifes. Os resultados foram expressos
como a média aritmética da CIM.

o Determinacdo da Concentracdo Fungicida
Minima (CFM)

Para determinar a CFM, 10uL de cada pogo
sem o crescimento fangico foi semeado em placas
contendo ASD que por sua vez foram incubadas
a37°C por 24-48 horas. A CFM foi considerada como
a menor concentracdo cultivada em placa com SDA
em que o crescimento foi inferior a 3 UFC™. Um
controle negativo (sem drogas) foi realizado para
confirmar a viabilidade celular fGngica®. Um
controle de sensibilidade ao Tween 80 e DMSO foi
realizado nas mesmas concentracdes utilizadas para
dissolver os produtos. Houve trés independentes
experimentos em duplicata em diferentes ocasides.
Os resultados foram expressos como a média
aritmética da CFM.

RESULTADOS

Para determinacdo da concentracdo inibitdria
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minima (CIM) e da concentracdo fungicida minima
(CFM) do o6leo essencial de Cymbopogon
winterianus, como visto na Tabela 1, a CIM do 6leo
essencial testado variou entre 64 e 256 pg/mL. A
concentracdo de 256 pg/mL inibiu o crescimento de
todas as cepas, enquanto 128 pg/mL foi capaz de
inibir acima de 50% das cepas testadas. A CFM
contra 0s micro-organismos variou entre 128 e 512
Mg/mL, sendo esta Ultima concentracdo fungicida
contra todas as cepas testadas. Assim, a CFMs,
(concentragdo fungicida minima capaz de inibir 50%
das cepas fungicas) do Oleo essencial de C.
winterianus oil foi 128 pg/mL. A razdo entre a
CFM/CIM demonstrou natureza fungicida do oleo
essencial para todas as cepas testadas, exceto contra
Candida parapsilosis (AM-05) onde apresentou
apenas efeito fungistatico. A CIM da anfotericina B
variou entre 0.5 e 1 pg/mL. J& o fluconazol teve uma
CIM entre 0.5 e 8 pug/mL. Os resultados para o ensaio
controle ndo apresentou inibicdo do crescimento
fangico.

Tabela 1: CIM, CFM, CFM/CIM e efeito do oOleo essencial de

Cymbopogon winterianus e CIM da anfotericina B e fluconazol contra
cepas das espécies de Candida néo-albicans.

Leveduras Oleo essencial de C. winterianus Anf Fle Controle
(ug/mL) (ng/mL) _ (ng/mL)
CIM CFM CF—M Efeito CIM CIM
CIM
C. tropicalis
11&?'}“80 OC?; 128 128 il Fungicida 0.5 0.5 +
AM-01 128 128 1:1 Fungicida 1 1 +
AM-12 128 256 2:1 Fungicida 0.5 0.5 +
C. parapsilosis
ATCC ..
22019 128 128 11 Fungicida 0.5 0.5 +
AM-05 128 512 4:1 Fungistatico 1 1 +
AM-14 256 512 2:1 Fungicida 0.5 4 +
C. pelliculosa
AM-03 256 256 1:1 Fungicida 1 8 +
AM-11 64 128 2:1 Fungicida 1 8 +
CIM = concentracdo inibitéria minima; CFM = concentragao inibitéria minima; Anf = anfotericina B
Flc = fluconazol;
“= crescimento fingico em RPMI-1640; DMSO (5%) e Tween 80 (2%), sem agente antifingico
DISCUSSAO

InfeccBes  de  correntes  sanguineas
provocadas por Candida representam um importante
causa de morte em pacientes pediatricos
hospitalizados em todo o mundo®. C. albicans
permanece como a mais frequente espécie causadora
deste tipo de infeccdo. Porém, outras espécies com
reduzida susceptibilidade aos agentes antiflngicos
como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
krusei e C. guilliermondii estdio  sendo
constantemente encontradas como 0 agente da
fungemia®’.

Tanto as plantas medicinais quanto seus
fitoconstituintes sdo uma valiosa fonte de novos
farmacos para o tratamento de diversas doengas'®. Os
6leos essenciais vegetais, ricos em monoterpenos e
sesquiterpenos sdo umas destas fontes de potenciais
agentes terapéuticos, o que atribui valor comercial a
estes produtos®.

Em outros estudos, o 6leo essencial de C.
winterianus apresentou valores elevados de CIM
(600-1250 pg/mL) contra cepas de Candida albicans
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isoladas de pacientes adultos*?. Esta diferenca pode
ocorrer por causa da origem e linhagem dos micro-
organismos testados, uma vez que estas leveduras
podem apresentar uma resisténcia inata ou adquirida
de acordo com a situagdo do paciente.

A atividade antimicrobiana de uma
determinada substancia pode ser interpretada de
acordo com Sartoratto et al.?* (2004): forte/boa
atividade (CIM: <500 upg/mL) e Morales et al.?
(2008): forte/boa atividade (CIM: <100 pg/mL);
atividade moderada (CIM: 100-500 pg/mL); fraca
atividade (CIM: 500-1000 pg/mL); e produto
inativo/sem atividade antimicrobiana (CIM: >1000
pg/mL). De acordo com Satoratto et al.?* o 6leo
essencial de C. winterianus demonstrou uma forte
atividade antifingica contra Candida ndo-albicans
pois seus valores de CIM sdo infereiores a 500
pg/mL. Na literatura, o O6leo essencial de C.
winterianus ja demonstrou ser ativo contra bactérias e
fungos®, incluindo Candida albicans e ndo-
albicans™?.

Anfotericina B e fluconazol sdo amplamente
utilizados como os agentes terapéuticos nos casos de
candidemia em pacientes pediatricos devido a sua
eficacia, ainda que a toxicidade da anfotericina B
limite seu uso®. De acordo com os resultados obtidos
e com os critérios de Morales et al.??, anfotericina B e
fluconazol apresentaram 6timo efeito antifungico
contra Candida ndo-albicans, uma vez que seus
valores de CIM foram inferiores a 100 pg/mL.

De acordo com Hafidh et al.® a relacfo
CFM/CIM ¢ usada para especificar a natureza do
efeito antimicrobiano contra um patégeno particular.
Quando a relagdo CFM/CIM esté entre 1/1 e 2/1, o
produto quimico é considerado fungicida. Por outro
lado, se a razdo é> 2:1, é mais provavel que seja
fungistatico.

Neste estudo, a razdo CFM/CIM do 06leo
essencial de C. winterianus apresentou efeito
fungicida contra a maioria das cepas testadas, exceto
contra Candida parapsilosis (AM-05), onde agiu
como fungistatico. O uso extensivo de agentes
fungistaticos tem promovido o aparecimento de cepas
resistentes, compromotendo 0 sucesso da terapia
antifangica. Por este motivo, substancias fungicidas
sdo desejaveis pois tem menores chances de provocar
0 aparecimento de resisténcia nas cepas clinicas®.

Os achados deste trabalho sdo relevantes e
encorajadores para conduzir mais estudos envolvendo
0 6leo essencial de C. winterianus, especialmente
sobre a elucidacdo do seu mecanismo de acéo.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o 6leo
essencial de Cymbopogon winterianus possui
atividade antiflngica significativa contra os isolados
de Candida ndo-albicans de importancia clinica
pediatrica. Desta forma, este trabalho possui
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relevancia por contribuir com o desenvolvimento de
novas alternativas para o arsenal terapéutico
existente. Contudo, sdo necessarios mais estudos para
investigar o mecanismo de acdo exercido pelo éleo
essencial de Cymbopogon winterianus sobre a célula
fangica.
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