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Objetivo: Analisar a agéio antifiingica do 6leo essencial de Pogostemon cablin (Lamiaceae) contra
cepas de Candida krusei. Métodos: Foi desempenhada a técnica de microdilui¢do em caldo para
obtengdo da CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) e da CFM (Concentragdo Fungicida Minima)
do o6leo de Pogostemon cablin. Resultados: Diante dos resultados obtidos para o o6leo testado
denotou uma concentragio inibitoria minima de 32 pg/mL para trés das quatro cepas testadas. Ja
para a CFM os valores foram os mesmos que a CIM, para as respectivas cepas. Conclusio:
Conclui-se que o 6leo essencial de Pogostemon cablin possui uma forte atividade antimicrobiana de
carater fungicida em combate a cepas de Candida krusei.
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INTRODUCTION

A candidiase consiste em uma ampla variedade de sindromes
clinicas causadas por um fungo do género Candida (FREIREet
al., 2017). Estas infeccdes sdo viabilizadas devido a uma
populacdo crescente de pacientes imunossuprimidos, incluindo
pacientes com cancer, AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida), como também receptores de transplante de células-
tronco hematopoiéticas e de orgaos solidos, recém-nascidos
prematuros e pacientes em recuperagdo de grandes cirurgias
(PFALLERe DIEKEMA, 2007).A levedura do género Candida
¢ muito frequente em condi¢des normais do organismo sem
que isso implique em quaisquer efeitos prejudiciais a sua
saude. Contudo, quando ocorre quebra dos mecanismos de
defesa do hospedeiro, esta levedura pode causar uma maior
proliferacdo ou infecgdo, analisada principalmente na primeira
infancia,
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senescéncia e em pacientes imunocomprometidos (DE ROSSI
et al, 2011). Desta forma, as manifestacdes clinicas
decandidiase podem ser mucocutinea, cutidnea e sistémica,
mas depende do local de colonizagdo da levedura (MURRAY
et al., 2015; PEIXOTO et al., 2014). Este género possui cerca
de 200 espécies distintas de leveduras, entre as quais, as mais
preponderantes que acometem os seres humanos sdo Candida
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C.
krusei, e as menos comuns C. lusitaniae, C. rugosa, C.
pseudotropicalis, C. guillermondii (PEIXOTO et al., 2014).
Dentre elas destaca-se a Candida krusei que é um exemplo de
agente patogénico que acomete individuos imunossuprimidos.
A mesma pode acarretar em uma doenga sistémica e as taxas
de mortalidade em individuos infeccionados ficam em torno
de70%. Devido a sua resisténcia a alguns farmacos como
Fluconazol (DOI et al., 2016). A maioria das Candidas
formam col6nias brancas, lisas, cremosas e convexas, porém
algumas espécies de Candida podem sofrer alteragdes no
fenotipo, devido a mudancas no ambiente, dificultandoa



29641 Millena de Souza Alves et al. Determinacgdo da agdo antifiingica do dleo de pogostemon cablin (lamiaceae)em combate a cepas de candidakrusei

identificacdo e consequentemente o diagnéstico (MURRAY et
al., 2015). Além do mais, o diagnostico ¢ tardio, devido ao
tempo necessario para realizar a cultura celular e a necessidade
para ter um profissional qualificado para realizar a
identificagdo correta, uma vez que exames diretos podem néo
ser confiaveis devido a natureza dimorfica e a influéncia
ambiental. Desta forma, para que o tratamento se torne eficaz ¢
necessario determinar a espécie, o firmaco de escolha, a dose e
o tempo de uso (KOEHLER et al., 2016). Nesse contexto, os
mecanismos tradicionais para o tratamento da infeccdo pelo
género Candida, seja ela de carater superficial ou sistémica,
sdo fundamentados no uso de medicamentos antifingicos,
como: anfotericina B, nistatina, cetoconazol, miconazol entre
outros tipos. Porém, os mesmos ndo sao tidos de total
pertinéncia, pois o seu uso pode ocasionar toxicidade, falta de
acdo fungicida, interagcdes incompativeis farmaco-farmaco,
elevado valor comercial e surgimento de espécies resistentes
(PINTO et al., 2009). O uso demasiado e indiscriminado
destes farmacos oportuniza o surgimento de leveduras
resistentes, especialmente em pacientes com baixa atividade do
sistema imune, susceptiveis a infec¢des frequentes. Visto isso,
ha necessidade de eclaboragdo de novas alternativas
terapéuticas de maior eficacia, dentre as possibilidades, releva-
se a utilizagdo de fitoterdpicos a base de plantas medicinais
como tratamento alternativo, pois os mesmos diferenciam-se
por apresentar uma diversidade molecular superior aos
sintéticos, proporcionando novas descobertas, com pesquisa
nas atividades biologicas que podem favorecer na prevengao e
tratamento de doencas (ANDRADE et al., 2012).

Nesse contexto, desponta a utilizacdo de metabdlitos
secundarios extraidos de plantas medicinais, em torno de 80%
da populacdo de paises em desenvolvimento tratam diversas
infec¢des fazendo uso de espécies vegetais, este fato propicia
uma otimizacdo em relagdo a pesquisas feitas com plantas com
o intuito de promover um maior nimero de possibilidades para
cuidados com a saude, como também impulsiona um aumento
no uso dos mesmos devido a falta de acesso da populagdo a
servicos de saude de qualidade e ao custo elevado dos
medicamentos industrializados (BOCHNER et al., 2012;
ROSA et al, 2011). Na busca por novas estratégias
terapéuticas para a candidiase, pesquisas de produtos naturais
com agdes bioativas vém sendo realizadas viabilizando o
descobrimento de novas substancias que possam ser uteis no
tratamento e prevengdo de doencas (COSTA, 2009), incluindo
moléculas antioxidantes e antimicrobianas (ALVES e
KUBOTA, 2013). Nessa conjuntura, o Brasil é o pais com a
maior biodiversidade de plantas do mundo. Possui mais de 55
mil espécies descritas de diferentes familias, o que
corresponde a 22% do total mundial. A grande biodiversidade
de espécies vegetais presentes no Brasil constitui uma de suas
maiores riquezas e se destaca como fonte para obtengdo de
novas substancias com finalidade terapéutica (CARVALHO et
al., 2007). Uma das familias de plantas presentes no Brasil € a
Lamiaceae é a maior familia da ordem Lamiales,
compreendendo aproximadamente 7200 espécies subordinadas
a 236 géneros que ocorrem em regides tropicais e temperadas
em todo o mundo. Um total de 46 géneros e 525 espécies €
conhecido como nativos do Brasil, embora ndo se tenha
certeza dessas estimativas (BFG, 2015). Dentre as espécies
desta familia pode-se destacar a Pogostemon cablin,
popularmente conhecida como patchouli, que ¢ uma planta
arbustiva, perene, adaptada a condi¢do climatica quente e
umida. Originaria das Filipinas ¢ amplamente encontrada em
muitos paises do Sul da Asia. Por armazenar 6leos essenciais

em suas folhas, apresenta grande valor comercial, sendo
amplamente cultivada na india, Indonésia, Malasia, China,
Singapura ¢ América do Sul (BLANK et al., 2011). Essa
planta ¢ bastante utilizada em praticas medicinais tradicionais
na India e na China, e apresenta propriedades antifiingica, anti-
helmintica, antitripanossoma (BETTONI ef al., 2010),
inseticida (ALBUQUERQUE et al., 2013), antieméticas e
antibacteriana (BLANK er al., 2011). No entanto, poucos
estudos de atividade antifungica contra cepas do género
Candida foram realizados com o 6leo essencial extraido das
folhas de Pogostemon cablin. Desta forma, com base nas
informagdes sobre o potencial terapéutico dos 6leos essenciais
de plantas medicinais e a importancia do combate as infec¢des
causadas por leveduras do género Candida, esse trabalho
procura avaliar a possivel atividade antifingica do o6leo
essencial de Pogostemon cablin (Lamiaceae) contra cepas de
Candida krusei.

MATERIAIS E METODOS

Ensaios in vitro

Substincia-teste: Para os ensaios foi utilizado 6leo essencial
de Pogostemon cablin adquirido da empresa Herbia®. Este
composto foi conservado em frascos de vidro ambar e mantido
sob-refrigeracdo. O mesmo foi solubilizado adequadamente
em tween 80 a 0,02%, a Dimetil-Sulfoxido (DMSO) numa
propor¢do de até 0,5% e completada com agua destilada
esterilizada (q.s.p.6mL) para obter uma emulsio na
concentragdo de 1024 pg/mL (NASCIMENTO et al., 2007,
PEREIRA et al., 2014).

Espécies Fiingicas: Foram utilizadas quatro cepas de Candida
krusei (ATCC- 6258, LM — 08, LM — 13 ¢ LM — 656),
anteriormente  isoladas, identificadas e cedidas pelo
Laboratoério de Micologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Satde, Universidade
Federal da Paraiba, sob a diregcdo da Prof*'. Dr* Edeltrudes de
Oliveira Lima. Todas as cepas foram mantidas em agar
Sabouraud dextrose (ASD) a uma temperatura de 4°C, sendo
utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em ASD
incubados a 35 °C.

Inéculo: Para preparagdo do indculo, coldnias obtidas de
culturas das cepas de Candida krusei mantidas em ASD, foram
suspensas em solucdo de NaCl 0,85% estéril e padronizadas de
acordo com o tubo padrio 0,5 de McFarland para
primeiramente obter um indculo de 10° UFC/mL e em seguida
diluida em solug@o salina numa proporgdo de 1:9, para enfim
resultar numa suspensdo fingica contendo 10° UFC/mL que
foi utilizada nos ensaios (KONEMAN et al., 2008;
OSTROSKY et al., 2008).

Meios de cultura:Foram utilizados o meio Agar Sabouraud
dextrose-ASD (Difco Lab.,USA) para manutengdo dos
microrganismos; ¢ RPMI 1640-L-glutamina sem bicarbonato
(LGC BIOTECNOLOGIA/BRASIL), preparados conforme as
instrucdes do fabricante.

Determinacdo da Concentracio Inibitéria Minima
(CIM): A Concentracao inibitéria minima do 6leo essencial de
Pogostemon cablin foi definida pela técnica de microdiluicao
em caldo (CLELAND e SQUIRES, 1991; HADACEK e
GREGER, 2000 e NCCLS/CLSI, 2002). A determinacdo da
CIM das substancias sobre cepas de Candida krusei foram
realizadas em placa para cultura de células (TPP/
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SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pogos. Em cada
pogo da placa, foram inseridos 100 pL RPMI 1640 duplamente
concentrado. Logo apos, foi adicionado na primeira linha da
placa 100 pL da emulsdo do 6leo na concentragdo inicial de
2048 pg/mL (duplamente concentrado). E através de uma
diluigdo seriada em razdo de dois, foram obtidas as seguintes
concentragdes 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 ¢ 4 pg/mL,
onde a maior concentragdo localiza-se na primeira linha da
placa e a menor concentragdo encontra-se na ultima linha. Para
concluir, foram adicionados 10 pL do inéculo das espécies
fingicas nos respectivos pogos, onde a cada coluna da placa
refere-se a uma cepa fungica diferente a ser testada.
Paralelamente, foi realizado o controle do in6culo (RPMI 1640
+ indculo); controle droga padrao (RPMI 1640+ in6culo+
Anfotericina B) e controle de esterilidade do meio (RPMI
1640). As placas preparadas e assepticamente fechadas foram
submetidas a incubagdo numa temperatura de 35 + 2 °C por 24
- 48 horas. A CIM foi definida como a menor concentragdo do
produto, capaz de produzir inibigdo visivel sobre o
crescimento fungico verificado nos orificios, quando em
comparagdo com seus controles através da observagdo a olho
nu da auséncia de turvacdo do meio no fundo do pogo. O
resultado foi expresso pela média aritmética das CIM’s obtidas
no ensaio realizado em duplicata.

Determinacio da Concentracio Fungicida Minima (CFM):
Apbs leitura da CIM, aliquotas de 10 pL do sobrenadante das
cavidades onde notou-se completa inibicdo do crescimento
fingico nas placas de microdilui¢do, foram subcultivadas em
100 pL de RPMI 1640 contidos em novas placas de cultura de
células. Posteriormente, as mesmas devidamente preparadas,
foram incubadas a 35+ 2 °C por 24-48 horas. A CFM foi
considerada como a menor concentracdo em que nido houve
crescimento de leveduras no meio de cultura. Os ensaios foram
realizados em duplicata e o resultado expresso pela média
aritmética das CFM’s obtidas nos dois ensaios (NCUBE, et al.,
2008).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) em meio liquido foi
determinada para o Oleo Pogostemon cablinnas diferentes
concentragdes sugeridas na metodologia pela menor
concentragdo capaz de inibir visualmente o crescimento
fungico, conforme apresentado na tabela 1. Observa-se que os
resultados parciais obtidos para o 6leo testado denotou uma
concentragdo inibitoria minima de 32 pg/mL para trés das
quatro cepas testadas. A CIM50 ¢é considerada como a menor
concentragdo capaz de inibir o crescimento em 50% das cepas
testadas; nesse contexto, observa-se que a CIMS50 para
Candida krusei foi de 32 pg/mL.Ja a Concentragdo Fungicida
Minima (CFM) foi determinada a partir da menor
concentragdo do o6leo que decorreu da inibicdo visivel do
crescimento do microrganismo. Os valores obtidos foram os
mesmos que o da CIM de 32 pg/mL.

Tabela 1. Concentracio Inibitoria Minima (CIM) e Concentracio
Fungicida Minima (CFM) em pg/mL do 6leo essencial de
Pogostemon cablin contra diferentes cepas deCandida krusei.

Pogostemon cablin

Microorganismos CIM CFM
Candida krusei ATCC 6258 - -
Candida krusei LM 08 32 pg/mL 32pg/mL
Candida krusei LM 13 32 pg/mL 32pg/mL
Candida krusei LM 656 32 pug/mL 32ug/mL

Plantas de todo mundo tém sido usadas com fins medicinais.
Nessa perspectiva, o Brasil tem um grande potencial para o
desenvolvimento da fitoterapia, uma vez que detém a maior
diversidade de plantas do mundo e também engloba uma
ampla diversidade social (MARTINS et al, 2000;
ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006). Com isso pode-se
explicar o ressurgimento da medicina natural no Brasil nos
ultimos anos, com destaque ao uso de plantas medicinais para
o restabelecimento da satide (BORBA ¢ MACEDO, 2006). Os
extratos vegetais nao sdo considerados apenas matérias-primas
para a producdo industrial de derivados quimicos puros, mas
também sdo componentes de formulacdes herbaceas utilizadas
no tratamento de diversas doengas (LIMA JUNIOR e SOUZA,
2005). Nesse contexto, o Pogostemon cablin (Lamiaceae),
vulgarmente conhecida como patchouli, ¢ uma das ervas
medicinais que produz 6leos essenciais (RUSYDI et al., 2013).
O patchouli foi cultivado na Indonésia, Malésia, China, India,
Cingapura, Filipinas e Brasil para a produgéo de 6leo essencial
devido a sua importancia econémica (SWAMMY et al., 2010).
Segundo Swamy e Sinniah (2015), demonstrou possuir
propriedades  farmacologicas  multibeneficiarias, como
atividades antimicrobiana, antioxidante, analgésica, anti-
inflamatoria, antiagregante plaquetaria, antitrombdtica,
afrodisiaca, antidepressiva, antimutagénica, antiemética,
fibrinolitica e citotoxica.

A Candidiase ¢ uma micose oportunista causada por leveduras
do género Candida (MURRAY et al., 2015). As espécies em
destaque de leveduras desse género de interesse clinico
causadoras de candidiase sdo: Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata e Candida
krusei (KOTHAVADE et al., 2010; RIBEIRO et al., 2010). De
acordo com Sartoratto et al. (2004), o potencial antifungico ¢
considerado de forte potencial quando a CIM atinge valores
entre 50 — 500 pg/mL, moderado entre 600 — 1500 pg/mL e
fraco quando os valores da CIM excede 1500 pg/mL. Sendo
assim, de acordo com o resultado do o6leo, o Pogostemon
cablin pode ser considerado um forte inibidor frente as cepas
de Candida krusei uma vez que apresentou uma CIMS50
(Concentragdo Inibitéria Minima capaz de inibir o crescimento
de 50% das cepas) de 32 pg/mL. Conforme Hafidh et al.
(2011), para um composto ser considerado fungicida ou
fungistatico de acordo com a Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) deve ser igual ou duas vezes mais que a CIM ou a
CFM deve ser maior que duas vezes o CIM, respectivamente.
Analisando o resultado do CFM pode-se ver que o
Pogostemon cablin possui atividade fungicida, ja que a CIM
foi igual a CFM. Segundo Cavalcante et al. (2018) o dleo
essencial do Pogostemon cablin foi considerado um
antifungico forte e com papel fungicida em decorréncia do
valor da CIM 50% encontrado ser de 128 pg/mL e a CFM ter
obtido valores iguais ao da CIM para as cepas de Candida
tropicalis testadas. Os resultados do estudo de Wang et al.
(2012), que observou o efeito antifungico do o6leo de
Pogostemon contra cepas de Candida,dentre elas a C. krusei
corroboram com os dados encontrados nessa pesquisa. Além
disso, o estudo de Luchesi et al. (2017), também mostrou o
potencial antifungico do 6leo de Posgostemon cablin contra
outros tipos de fungos, como por exemplo do Fusarium
graminearum.

Conclusao

Considerando os resultados obtidos, observa-se que o 6leo
essencial de Pogostemon cablin testado apresentou resultados
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relevantes. Nesse caso, o produto natural pode ser considerado
como promitente contra as cepas de Candida krusei, no
entanto fazem-se necessarios estudos mais aprofundados para
elucidagdo de mecanismos ¢ padrdes de eficiéncia e eficacia.
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