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A candidiase invasiva é uma ameaca crescente entre pacientes imunocomprometidos, sendo uma causa
significativa de morbidade e mortalidade. Epidemiologicamente, as espécies ndo-albicans estdo adquirindo
relevéncia por se tornarem o0s agentes causadores cada vez mais frequentes de candidiase. O uso
indiscriminado de medicamentos para combater as diversas variedades de candidiase tem trazido um aumento
expressivo no nimero de leveduras resistentes aos antiflingicos tradicionais. Desta forma, produtos de origem
vegetal podem ser utilizados como alternativa para os antiflngicos sintéticos. Com base nestas informacoes,
esta pesquisa objetivou avaliar a possivel atividade antifingica do 6leo essencial de Pogostemon cablin
(Blanco) Benth. (Lamiaceae) contra cepas de Candida glabrata através da técnica de microdiluicdo para a
determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM). Apo6s o
experimento, observou-se que o produto inibiu a cepa LM-302 de C. glabrata com uma CIM de 256 pug/mL.
O mesmo valor foi obtido para a CFM contra esta mesma cepa. Portanto, pode-se concluir que o 6leo
essencial de P. cablin testado apresenta um efeito antifingico contra as leveduras de C. glabrata.
Palavras-chave: Candida ndo-albicans, fitoterapia, Pogostemon cablin.

Invasive candidiasis is a growing threat among critically ill patients and is a significant cause of morbidity
and mortality. Epidemiologically, non-albicans species are becoming relevant because they are becoming
the most frequent causative agents of candidiasis. The indiscriminate use of drugs to combat the various
strains of candidiasis has brought an expressive increase in the number of drug resistant yeasts. In this way,
products of plant origin can be used as a substitute for synthetic antifungals agents. Based on this information,
this research aimed to evaluate the possible antifungal activity of Pogostemon cablin (Blanco) Benth.
(Lamiaceae) essential oil against Candida glabrata strains by microdilution technique for the determination
of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC). After the
experiment, the product was found to inhibit the C. glabrata strain LM-302 with a MIC of 256 pg/ml. The
same value was obtained for MFC against this same strain. Therefore, it can be concluded that the essential
oil of P. cablin tested has an antifungal effect against the yeasts of C. glabrata.
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1. INTRODUCAO

As leveduras do género Candida sdo responsaveis por 80% das infec¢des fungicas sistémicas,
representando 17% dos casos de infecgdes em unidades de terapia intensiva. Além de possuir
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elevada taxa de mortalidade, as candidiases sistémicas aumentam o tempo de permanéncia em
hospitais, resultando em aumento de gastos relacionados ao tratamento [1, 2].

Mesmo que Candida albicans permaneca como a espécie majoritariamente associada a
candidiase, espécies de Candida ndo-albicans sdo responsaveis por uma quantidade crescente de
infeccgdes, tais como: infecgbes tordcicas, empiema e infeccdo traqueobrénquica com disseminagéo
para os pulm@es em pacientes imunocomprometidos [3].

Dentre os grandes obstaculos para o tratamento das micoses humanas, pode-se destacar: a
crescente resisténcia aos farmacos antiflngicos, opc¢des terapéuticas limitadas, toxicidade,
interacdes medicamentosas e biodisponibilidade diminuta das drogas antifingicas presentes no
mercado atual [4-7].

Diante desta premissa surge grande necessidade de desenvolvimento de novos farmacos com
maior eficacia e seguranca, e nesta légica, voltam-se os olhares para os fitoterapicos como um meio
alternativo de tratamento. As vantagens dos fitoterapicos frente aos medicamentos sintéticos esta
na grande variedade molecular, visto que inimeros compostos derivados de plantas medicinais tém
sido utilizados como prot6tipos para a semi-sintese de novos farmacos antimicrobianos, menos
toxicos e mais eficientes, 0 que proporciona um campo vasto para descoberta de novos farmacos
para o tratamento de casos de candidiase [8, 9].

A Pogostemon cablin (Blanco) Benth., popularmente conhecida como patchouli, pertence a
familia Lamiaceae, sendo esta uma planta do tipo arbustiva, perene e adaptada ao clima quente e
umido. A P. cablin ¢ bastante cultivada na Indonésia, China, Singapura, india e América do Sul
devido a sua capacidade de armazenar 6leos essenciais em suas folhas, apresentando grande valor
comercial [10]. Farmacologicamente, a P. cablin j& demonstrou possuir ampla atividade
farmacoldgica, entre elas: anti-emética [11], antitripanossémica [12] e inseticida [13].

Sendo assim, diante da necessidade urgente na descoberta de novas alternativas terapéuticas
para combater as leveduras do género Candida, que geram grandes prejuizos a saide da populagéo,
0 presente trabalho busca avaliar a possivel atividade antifingica do 6leo essencial de P. cablin
contra cepas de C. glabrata.

2. MATERIAL E METODOS

O 6leo essencial de P. cablin foi adquirido da empresa Herbia®. Como antifingico padréo, foi
utilizado anfotericina B (Pharma Nostra, Rio de Janeiro). As emulsdes das substancias utilizadas
nos ensaios foram preparadas no momento de execucdo dos ensaios. As emulsdes do 6leo essencial
e da anfotericina B foram preparadas solubilizando as substancias em tween 80 a 2% e dimetil-
sulfoxido (DMSO) a 5%, completando o volume final com agua destilada esterilizada para obter
uma emulsdo na concentragdo de 1024 pg/mL.

Foram utilizadas quatro cepas de Candida glabrata (LM-L6, LM-17, LM-116 e LM 302),
previamente isoladas e identificadas, cedidas pelo Laboratério de Micologia do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba. 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. Para preparacdo do
indculo, coldnias obtidas de culturas das cepas de Candida spp. mantidas em ASD, foram suspensas
em solucdo de NaCl 0,85% estéril e ajustadas de acordo com o padrdo 0,5 de McFarland (10°
UFC/mL) [14].

A concentragdo inibitoria minima do 6leo essencial de P. cablin foi determinada pela técnica de
microdiluicdo em caldo [14,15]. Foram utilizadas placas de poliestireno de 96 pocos estéreis com
fundo em “U” e com tampa. Em cada pogo da placa, foram adicionados 100 puL do meio RPMI
1640. Em seguida, 100 pL da emulsdo do 6leo essencial de P. cablin foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa. Por meio de uma diluicéo seriada em razdo de dois, foram
obtidas as concentragdes de 1024 a 4 pg/mL. Depois, foram adicionados 10 pL do in6culo das
cepas fungicas nas cavidades. Por fim, as placas foram assepticamente fechadas e incubadas a
incubadas a 37°C por 24-48 horas. A CIM foi definida como a menor concentragcdo do produto
capaz de produzir inibi¢do visual do crescimento microbiano nos pogos em comparacdo com 0s
controles através da observagédo a olho nu da auséncia de turvacédo do meio no fundo do pogo.
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Paralelamente, foram realizados os controles com antifungico padrdo (anfotericina B 100
pg/mL), de esterilidade do meio (pogos da microplaca contendo apenas o0 meio liqguido RPMI 1640)
e de viabilidade dos micro-organismos (po¢os da microplaca contendo apenas o caldo e o indculo
das leveduras). Para verificar a auséncia de interferéncia nos resultados pelos solventes utilizados
na preparacao da emulsdo (DMSO e Tween 80), foi feito um controle no qual foram colocados nas
cavidades da microplaca o0 meio RPMI 1640, DMSO a 5%, Tween 80 a 2% e o indculo fangico.
Os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados expressos como a média aritmética das
CIM obtidas.

A concentragdo fungicida minima (CFM) do 6leo essencial de P. cablin contra as cepas de C.
glabrata também foi determinada. Apds a leitura da CIM em 48 horas, aliquotas de 20 uL foram
retiradas de cada poco da placa de microdiluicdo que ndo apresentou crescimento fungico, e
transferidas para pocos de uma nova placa contendo apenas 100 puL do meio RPMI 1640. As placas
inoculadas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C, e as CFMs foram registradas ap6s
48h. A CFM foi definida como a menor concentragdo do dleo essencial onde ndo houve crescimento
de leveduras, através da observacdo a olho nu da auséncia de turvacdo do meio no fundo do poco,
apos o periodo de incubacéo [16].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a agdo antifingica do 6leo essencial de P. cablin contra cepas de C.
glabrata encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracéo fungicida minima (CFM) do 6leo
essencial de Pogostemon cablin e Anfotericina B (Anf) sobre cepas das espéecies de Candida glabrata

(C.g.).
Oleo essenc_lal de Pogostemon Anf Controlede  Controle de
Leveduras cablin (ug/mL) (100 ug/mL)  esterilidade  crescimento?
CIM CFM

C.g. LM-L6 ND ND - - *
C.g. LM-17 ND ND - - *
C.g.LM-116  ND ND - - *
C.g. LM-302 256 256 - - +

ND, nédo detectado para as concentracdes utilizadas; -, auséncia de crescimento flngico; +, presenca de
crescimento fungico; 2 crescimento fungico em RPMI-1640, DMSO (5%) e Tween 80 (2%), sem agente
antifungico.

O dleo essencial de P. cablin inibiu apenas uma das cepas testadas (LM-302), para as demais
cepas observa-se que a maior concentragdo testada, 1024 ug/mL ndo foi capaz de inibir o
crescimento fangico. Os valores obtidos para a CFM do 6leo essencial frente as cepas clinicas de
C. glabrata foram semelhantes aos valores da CIM, inibindo apenas a cepa (LM-302) na
concentracdo de 256ug/mL. A acdo do produto restrita a apenas uma das cepas testadas pode ser
resultado de resisténcia adquirida por parte das outras cepas, visto que, por serem de origem clinica,
estas podem ter sido expostas a um tratamento antifingico ineficaz que promoveu o
desenvolvimento de resisténcia [17].

Liu et al. (2012) [18], ao estudar mais de 100 ensaios clinicos para tratar vaginite micética
causada por Candida sp., observou que os extratos etandlico, hexanico e acetdnico de P. cablin
apresentaram efeito antifingico para as cepas testadas de C. albicans, comparando-se clinicamente
ao antifangico miconazol.

Yi et al. (2013) [19], ao avaliar a atividade antifungica da pogostona, um dos metabdlitos
segundéarios de P. cablin, e uma série de anélogos deste metabdlito, observou forte atividade
antifngica da pogostona e de um dos analogos sobre todas as cepas de C. albicans utilizadas no
teste.

Anteriormente, Salari et al. (2016) [20] avaliou as propriedades antifngicas dos extratos
metandlicos de Salvia rhytidea Benth (Lamiaceae) contra cepas de C. albicans, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. krusei e C. guilliermondii, utilizando um método de
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microdiluicdo em caldo. Os resultados revelaram que os isolados de C. glabrata foram susceptiveis,
apesar de que os extratos foram mais eficazes contra os isolados de C. albicans, C. tropicalis e C.
krusei.

O potencial antimicrobiano de uma determinada substancia é considerado forte quando a CIM
atinge valores inferiores a 0,5 mg/mL, moderado entre 0,6 — 1,5 mg/mL e fraco quando ultrapassam
1,5 mg/mL [21,22]. O ébleo essencial de P. cablin pode ser considerado forte para a cepa LM-302
de C. glabrata. Entretanto, para as outras cepas, 0 6leo essencial ndo pode ser classificado, visto
que ndo apresentou atividade antifingica dentro das concentragdes utilizadas no teste.

Lund et al. (2012) [23] testou a capacidade antifungica do extrato hidroalcodlico de Mentha
arvensis, pertencente a familia Lamiaceae, contra cepas de C. albicans realizando trés ensaios com
métodos diferentes (métodos de difusdo em &gar, macro e microdiluicdo em caldo). O autor em
questdo concluiu que o extrato de Mentha arvensis foi capaz de inibir o crescimento das cepas
fangicas de C. albicans.

Estudos de Lima et al. (2006) [24] revelaram susceptibilidade de cepas de C. krusei e C.
tropicalis para o 6leo essencial de outra espécie vegetal pertencente a familia Lamiaceae, a Peumus
boldus. Neste mesmo estudo também puderam observar que apenas uma cepa de C. krusei foi
inibida sob ac&o do dleo essencial de Rosmarinus officinalis, outra planta da familia Lamiaceae.

4, CONCLUSAO

Com a realizagdo deste estudo pode-se considerar que a bioatividade do 6leo essencial de P.
cablin evidenciada contra uma levedura sensivel de C. glabrata permite vislumbrar seu potencial
bioativo contra demais fungos patogénicos quer sejam leveduras ou fungos filamentosos. No
entanto, mais estudos microbiol6gicos e farmacol6gicos in vitro e in vivo precisam ser feitos para
a interpretacdo do mecanismo de acdo deste produto natural de potencial antifungico.
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