ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO CITRAL EM LEVEDURAS DO GENERO Candida
OBTIDAS DE AMBIENTE HOSPITALAR
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Resumo: O aumento consideravel de infecgbes por Candida de origem hospitalar resistentes aos
antifungicos tem levado a estudos de novos farmacos. O citral vem sendo utilizado em pesquisas para
verificar a agdo antimicrobiana em fungos filamentosos. Assim, objetivou-se avaliar a atividade antifungica
do citral contra leveduras do género Candida. Os testes foram realizados frente a 34 amostras de Candida
albicans e 17 de Candida tropicalis coletadas de um Hospital Publico Universitario. O método utilizado foi
difusdo em agar Sabouraud (cavidade/placa) e incubados a 37 °C por 48 horas. O citral foi testado nas
seguintes concentragdes: 10%, 15%, 25%, 35%, 50% e 60%. De acordo com os testes, foi constatado
atividade antifungica do citral em 100% das leveduras selecionadas. Das amostras estudadas, 76,5% cepas
de C. albicans e 29,4% cepas de C. tropicalis foram sensiveis na concentragdo de 10%, formando halos de
inibicdo, variando entre 8 a 11 mm de didmetro. A partir destes resultados, sugere-se novos estudos do
citral, j& que mostrou ter atividade antifungica contra Candida podendo, entdo, ser utilizado como

componente na produgao de um novo antifungico.
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Introducao

Nos ultimos 20 anos, tém-se observado um
aumento de infecgdes invasivas ocasionadas por
fungos. Desde a década de 90, tém-se
constatado que a grande maioria das micoses
tem como patégeno espécies do género Candida,
que por sua vez mostram-se cada vez menos
sensiveis e resistentes aos antifungicos
disponiveis [1]. Segundo Frost, Csoka e Stern,
em 1996, o aumento das infecgdes causadas por
leveduras do género Candida deve-se ao
crescente uso de antibiéticos de amplo espectro,
drogas antifungicas, agentes imunossupressores,
e recentemente com a epidemia da AIDS [2].

C. albicans é a espécie mais freqlientemente
isolada e considerada principal espécie envolvida
na etiologia das infecgdes invasivas e superficiais
[3, 4 e 5]. Entretanto, estudos tém mostrado uma
crescente participagdo de espécies nao-albicans
nas infecgdes hospitalares em varios paises [4].

Recentemente, Antunes et al. (2004) em um
estudo realizado na Santa Casa Complexo
Hospitalar, Brasil, mostraram que espécies de
Candida nao-albicans corresponderam a 51,6%
dos episddios de candidemia da Instituigao,
sendo C. parapsilosis responsavel por 25,8% dos
casos, seguida por C. tropicalis 13,3%, C.
glabrata 3,3%, C. Krusei 1,7% e outras espécies
7,5% [6].

Desta forma, em consideragdo ao aumento
das infeccbes hospitalares por leveduras do
género Candida, muitos trabalhos vém sendo
realizados com Oleos obtidos de diversas
especies vegetais, os quais tém sido aplicados
em microrganismos como fungos e bactérias [7, 8
e 9]. Entre as plantas utilizadas destaca-se
Cymbopogon citratus, o qual o 6leo essencial tem
mostrado ser ativo contra leveduras do género
Candida [7]. Tal atividade segundo Onawunmi
(1984) deve-se ao citral, componente majoritario
do 6leo [10].

Citral € o nome dado a mistura natural de dois
isdbmeros aciclicos monoterpeno aldeido: geranial
(trans-citral, citral A) e neral (cis-citral, citral B) [11
e 12]. Pode ser encontrado naturalmente em
folhas e frutas de varias espécies de plantas,
incluindo liméo, laranja, tomate e capim-liméo
[13, 14 e 15]. Por apresentar sabor e odor
caracteristico de limdo, o citral é usado como
condimento em alimentos, por exemplo, em goma
de mascar, sorvetes e bebidas; e fragrancia em
cosméticos — sabonetes, detergentes, cremes,
logbes e perfumes [14 e 16]. Em adigéo o citral é
usado como matéria prima na sintese de vitamina
A, ionona e metil-ionona [17]. O componente
citral possui, também, propriedades bactericida
[18] e insenticida [19].

Além das aplicabilidades citadas, o citral vem
sendo utilizado em pesquisas, no intuito de
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verificar a agado antimicrobiana em fungos
filamentosos [20]. Entretanto, s&o poucos os
trabalhos  realizados com leveduras. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antifiingica do composto citral, frente a
leveduras do género Candida obtidas de
ambiente hospitalar.

Materiais e Métodos

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

O composto citral (sintético) denominado: 3,7
Dimetil - 2,6 - octadienal (mistura da forma cis e
trans a 95%) utilizado para os testes antifungicos,
foi obtido pela Empresa ACROS.

Para os testes microbiolégicos foram
estudadas 34 amostras de Candida albicans e 17
amostras de Candida tropicalis, isoladas de
diversos materiais clinicos de pacientes com
suspeita clinica de infecgdo hospitalar (tempo de
internagdo superior a 72 horas). A coleta foi
realizada no Hospital Universitario de Taubaté
(HUT), entre fevereiro de 2002 a fevereiro de
2003, com a aprovacéo da Comissado de Etica do
HUT. Os dados dos pacientes estdo arquivados
no laboratério de Microbiologia e no servigo da
Comissado de Controle de Infeccao Hospitalar do
HUT.

Em placas de antibiograma estéreis, foi
colocado 1 ml da suspensdo do microrganismo,
preparada em solugdo fisiolégica a 0,9% e
padronizada pelo tubo 0,5 da escala de
MacFarland. Posteriormente, foi adicionado 70 ml
de agar Sabouraud dextrose — Difco Laboratérios
Ltda. e homogeinizado pela técnica de Pourplate.
As placas permaneceram mantidas em
temperatura ambiente, até sua solidificacao, e
posteriormente foi realizado cavidades com
canudos de plastico estéreis.

Para a preparacdo do citral foi utilizado
epindorfs estéreis e 6leo vegetal de améndoa
para sua diluicdo. As concentragdes utilizadas
foram: 10%, 15%, 25%, 35%, 50% e 60%. Como
controle positivo foi utilizado Nitrato de Miconazol
a 100%.

Em cada cavidade foi aplicado, 20 ul de cada
concentracdo do citral diluido, e na cavidade
central foi aplicado o controle Nitrato de
Miconazol. Apods aplicado todas as
concentragbes, as placas foram mantidas a
temperatura ambiente até a total pré-difusao.
Posteriormente, foram colocadas em estufa a
37°C na qual foram mantidas por 48 horas.

Dado o periodo de incubacgao, foi feita a leitura
das placas através dos halos de inibicao
formados. Para isto, foi medido, em milimetros, o
didmetro de cada um dos halos.

Resultados

Os resultados obtidos nos testes para avaliar
a atividade antifungica do composto citral contra
as leveduras de C. tropicalis e C. albicans
encontram-se registrados, respectivamente, nas
Tabelas 1 e 2.

De acordo com os testes, foi constatado
atividade antifungica do citral em 100% das
leveduras selecionadas. Das amostras
estudadas, 76,5% das cepas de C. albicans e
29,4% das cepas de C. tropicalis foram sensiveis
na concentragcdo de 10%, formando halos de
inibigdo variando, entre 8 a 11 mm de didmetro.
Conforme mostra a Tabela 2 na concentragéo de
15%, o citral inibiu o crescimento de 100% das
amostras de C. albicans, com halos de inibicao
entre 10 a 15 mm de didmetro. Ja para C.
tropicalis apenas a cepa 62 ndo apresentou
sensibilidade na mesma concentragéo (Tabela 1).

Tabela 1 - Agao antifingica (em mm) do citral
contra cepas de C. tropicalis isoladas de
diferentes espécimes clinicos de pacientes
internados no HUT - SP, 2002.

Cepa Concentragfes em % - (20ul)
10 15 25 35 50 60 NM
05 0 12 15 17 18 19 34
06 10 12 16 26 30 30 34
09 10 11 15 19 25 27 43
33 0 8 13 17 19 20 35
37 8 13 16 17 18 20 33
57 0 9 14 15 17 20 35
58 10 11 14 18 22 25 35
62 0 0 17 20 23 25 38
66 0 10 15 16 17 18 30
67 0 10 15 17 20 21 30
71 0 9 15 16 17 20 3
81 9 9 13 16 18 21 40
82 0 8 12 14 15 16 29
83 0 10 13 15 16 17 28
95 0 0 13 15 16 16 31
97 0 10 14 15 16 19 32
101 0 9 13 16 17 19 36

NM (Nitato de Miconazol)

Tabela 2 - Agao antifungica (em mm) do citral
contra cepas de C. albicans isoladas de
diferentes espécimes clinicos de pacientes
internados no HUT - SP, 2002.

Cepa Concentrag8es em % - (20ul)
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10 15 25 35 50 60 NM
01 1 12 19 = 2 > 40
03 1 14 18 24 33 34 52
08 0 10 14 15 17 18 28
11 11 14 20 27 30 30 49
12 10 12 17 23 30 32 48
13 9 1 17 25 27 29 47
14 9 13 20 23 27 27 47
15 10 14 18 25 26 26 47
20 11 13 16 18 20 22 40
23 9 14 20 23 24 26 52
24 9 14 18 24 27 34 43
25 8 13 20 26 26 26 47
30 0 1 14 17 19 21 3
31 9 11 16 19 22 24 47
34 0 11 13 15 19 19 44
35 8 10 15 16 17 20 40
55 9 1 16 17 19 21 51
56 11 13 20 22 24 26 47
60 1 12 17 21 30 34 37
61 9 11 16 20 24 26 40
64 0 10 15 18 24 26 40
65 9 11 14 19 24 29 34
69 0 12 15 19 21 22 36
70 0 12 16 22 22 23 35
72 10 13 16 18 21 25 35
73 10 12 15 19 20 22 40
74 0 12 16 22 23 23 40
78 9 13 17 20 20 21 40
85 9 11 16 18 20 22 50
86 0 15 17 24 26 28 40
87 8 10 16 20 23 26 43

91 10 14 15 18 20 24 40
94 10 12 15 19 24 28 43
104 10 13 16 20 22 25 37

NM (Nitato de Miconazol); = (valor maior ou igual
ao controle)

Discusséo

Cada vez mais tém-se realizado pesquisas
relacionadas aos microrganismos considerados
de alta patogenicidade e resisténcia, como os
fungos leveduriformes, filamentosos e as
bactérias associadas com as infecgdes
oportunistas, principalmente aquelas
responsaveis por infecgdo hospitalar [7]. Assim, o
aumento consideravel de infecgdes por leveduras
do género Candida, de origem hospitalar,
resistentes aos antifungicos, tem levado os
pesquisadores a estudos de novos farmacos,
sejam de origem natural ou sintético, com intuito
de obter novos principios ativos, para uma
possivel aplicagao clinica.

Trabalhos realizados com 6éleo vegetal de C.
citratus contra Candida tém sugerido ser o citral o
responsavel pela atividade antifungica [18].
Embora a avaliagdo da atividade antimicrobiana
do composto citral ndo ter sido muito estudada,

alguns autores tém mostrado bons resultados da
acado antifungica do referido composto contra
espécies de fungos filamentosos [20] e espécies
bacterianas [8 e 18].

Em nosso trabalho, a agéo antifungica do citral
frente as leveduras de Candida, obtidas de
ambiente hospitalar, apresentou excelentes
resultados, ja que todas as cepas foram
sensiveis. Na concentragdo de 60% formaram
halos de inibicdo com didmetros de 34 mm,
valores relativamente préximos ao antifingico
utilizado como controle. Além disso uma cepa (n°
01) de C. albicans mostrou halos de inibigdo
superior ao do controle (Tabela 2).

Ndo houve resisténcia em nenhuma das
cepas selecionadas, porém os didmetros dos
halos de inibicdo formados nas amostras de C.
tropicalis foram relativamente menores quando
comparadas com as amostras de C. albicans.

Estudo realizado por Onawunmi (1989),
demonstrou bons resultados da atividade
antifingica do citral contra distintas espécies de
fungos: C. albicans, C. pseudotropicalis,
Aspergillus fumigatus, Microsporun gypseum e
Trichophyton mentagrophytes [10]. Colaborando
com estes resultados, Schuck et al., em 2001, ao
testar o citral contra levedura de C. albicans,
obtiveram resultados semelhantes aos nossos,
tendo halos de inibicdo com didametro superior ao
antifungico nistatina utilizado como controle [8].

Sao poucos os trabalhos relacionados com a
avaliagdo da atividade antifungica do citral
contras leveduras do género Candida, registrados
em literatura. Entretanto, pesquisas realizadas
com fungos filamentosos como Aspergillus flavus,
tem demonstrado que o citral age na estrutura da
membrana e parede celular, no DNA e na
mitocdndria do fungo [20].

Contudo, mesmo com a escassez de dados,
nossos resultados estdo de acordo com a
literatura, portanto, acrescentando informacdes
da atividade antifungica do citral contra
leveduras.

Concluséo

Os resultados obtidos comprovaram atividade
antifingica do composto citral contra leveduras
do género Candida de origem hospitalar.
Entretanto, sugere-se novos estudos do citral,
para que este composto possa ser utilizado,
futuramente, como componente na produgao de
um novo antifangico.
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