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Resumo

A utilizagdo de plantas medicinais é bastante difundida em todo o mundo inclusive no Brasil, onde ha grande variedade
de espécies e extensa tradigdo em sua utilizagdo. Objetivou-se com esse estudo avaliar a atividade antiflingica dos 6leos
essenciais de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae), e Cymbopogon citratus (DC) Stapf separadamente, bem como
a mistura destes. A obtencdo dos éleos essenciais foi realizada a partir de folhas secas, empregando-se a técnica de des-
tilacdo por arraste a vapor no aparelho de Clevenger por um periodo de 3 horas, A atividade antiftingica foi determinada
pela Concentracao Inibitéria Minima (CIM), obtida por técnicas de microdiluicdo em caldo e Concentragdo Fungicida
Minima (CFM), frente as cepas de Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (A\TCC 28707) e Candida parapsilosis
(ATCC 22019). Através dos resultados obtidos, verificou-se que os 6leos essenciais de Lippia alba e de Cymbopogon citratus
apresentaram atividade antifiingica frente a todas as cepas de Candida, sendo que uma melhor atividade foi observada no
6leo essencial de Cymbopogon citratus. E visto também que a mistura dos 6leos essenciais ndo potencializou a atividade
antifdngica para os microrganismos testados. Pesquisas futuras serdo necessdrias para avaliar a interacao entre os éleos,
bem como determinar quais substancias especificas sdo responsaveis por essa atividade.

Palavras chave: Oleo Essencial. Lippia Alba. Cymbopogon Citratus. Atividade Antifingica.

Abstract

The use of medicinal plants is widespread throughout the world including Brazil, where there is a great variety of species
and extensive tradition in its use. The objective of this study was to evaluate the antifungal activity of the following essential
oils; Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (Verbenaceae), and Cymbopogon citratus (DC) Stapf individually as well as its mixture.
The extraction of these essential oils was done with dried leaves, using the technique of distillation by steam suction on the
Clevenger apparatus for a period of 3 hours. Antifungal activity was determined by Minimum Inhibitory Concentration (MIC),
obtained by micro-dilution techniques and Minimum Fungicidal Concentration (MFC), front strains of Candida albicans
(ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC 28707) and Candida parapsilosis (ATCC 22019).From the results obtained, it was
found that the essential oils Lippia alba and Cymbopogon citratus showed antifungal activity against all strains of Candida,
being that better activity was observed by the essential oil of Cymbopogon citratus. It was also seen that the blend of the
essential oils did not strengthen the antifungal activity against the microorganisms that were tested. However, this study was
only the first step, requiring new research to assess the interaction between the oils, as well as determine which specific
substances are responsible for this activity.
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INTRODUCAO

Uma das maiores diversidades vegetais do
mundo encontra-se no Brasil, bem como inime-
ras experiéncias vinculadas ao conhecimento
popular das plantas medicinais e tecnologias
que correlacionam o saber popular e cientifico'.

A busca por plantas com potencial terapéu-
tico é uma opgao importante. Segundo Santos
et al’>, na medicina popular as plantas sao uti-
lizadas concomitantemente ao uso de medica-
mentos sintéticos, posto que estes Gltimos sao
muitas vezes considerados mais caros. Dessa
forma, é crescente a procura por plantas medi-
cinais e aromaticas em diversos paises, devido
a tendéncia dos consumidores em utilizarem,
preferencialmente, produtos farmacéuticos ou
alimenticios de origem natural. Assim, tecnolo-
gias naturais de conservacao vém se tornando
cada vez mais importantes em inddstrias de
alimentos e os 6leos essenciais constituem al-
ternativas a obtencao de produtos microbiolo-
gicamente seguros’.

As plantas medicinais aromaticas apre-
sentam em sua composicao 6leos essenciais.
Estes sdo originados do metabolismo secun-
ddrio das plantas e possuem composicao qui-
mica complexa, destacando-se a presenca
de terpenos e fenilpropandides*. Esses 6leos
sdo encontrados em diversos 6rgdos vegetais,
exercendo fungdes importantes para a sobrevi-
véncia do vegetal, particularmente, na defesa
contra microrganismos* °.

Tem sido demonstrada a eficiéncia dos 6leos
essenciais de um grande nimero de espécies
botanicas em promover a inibi¢ao do desenvol-
vimento de fungos®. Os 6leos essenciais como os
de Cymbopogon martinii (palmarosa), Ocimum
basilicum (manjericao) e Thymus vulgaris (tomi-
lho), por exemplo, apresentam atividade frente a
espécies bacterianas e flngicas, incluindo a C.
albicans’. Entre outras espécies botanicas cujo
6leo essencial pode apresentar efeito antifingi-
co incluem-se a erva cidreira (Lippia alba) e o
Capim-limao (Cymbopogon citratus) & °.

A espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Brown
(Verbenaceae), conhecida popularmente como
erva cidreira, ¢ amplamente distribuida em todo

o territério brasileiro e é utilizada na medicina
popular como analgésica, febrifuga, antiinfla-
matodria, antigripal e nas afec¢des hepaticas'.
E uma planta bastante utilizada pela ampla va-
riabilidade quimica de compostos, bem como,
os 6leos essenciais, sendo estas substancias
responsaveis por suas vdrias utilizacdes na me-
dicina popular e na fitoterapia, com proprieda-
des antiinflamatdrias e antissépticas'’, além de
propriedades antibacterianas e antiflingicas®, e
para distirbios estomacais, sedativa, e infeccoes
das vias respiratorias'?.

A composicao do 6leo essencial da erva ci-
dreira apresenta alta variacao, o que sugere um
agrupamento dos gendtipos em quimiotipos, se-
parados pelos seus elementos mais abundantes,
como o quimiotipo | (citral e mirceno), o qui-
miotipo Il (citral e limoneno) e o quimiotipo IlI
(carvona e limoneno)®. Dentre os componentes
do 6leo essencial de L. alba, o linalol tem se
destacado pelo seu expressivo rendimento na
planta, por sua ampla utilizacao nas industrias
de aromatizantes, cosméticos e perfumes''.

A espécie Cymbopogon citratus (DC) Stapf,
popularmente conhecida como capim-limao,
é originaria da India e encontra-se difundi-
da em vdrios paises e aclimatada nas regioes
tropicais do Brasil. Das folhas secas também
pode ser extraido o 6leo essencial e ensaios
farmacolégicos realizados em animais, em
adicao as andlises microbiolégicas, eviden-
ciam que os principais efeitos terapéuticos
do capim limao estdao relacionados com as
atividades estomacais, analgésica, sedativa
e antimicrobiana®, utilizada popularmente
para flatuléncia, além de antiespasmdédico de
tecidos uterinos e intestinais, diaforético, anti-
térmico, diurético, antialérgico’.

O maior emprego do 6leo essencial tem
sido na industria farmacéutica, servindo de
material de partida para sintese de importan-
tes compostos como iononas, metil-iononas e
vitaminas A'.

O 6leo essencial extraido de C. citratus tem
como principal componente o citral compos-
to pela mistura dos isobmeros geranial e ne-
ral (65-80%), além de limoneno, citronelal,



mirceno e geraniol. As atividades antimicro-
biana e antifingica dos 6leos essenciais de C.
citratus foram atribuidas ao citral. No entanto,
0 mirceno ndo apresentou atividade antimicro-
biana, mas, quando associado ao citral poten-
cializou seu efeito’.

Nos ultimos anos tem-se observado um au-
mento na incidéncia das infecgoes sistémicas
graves por fungos oportunistas devido a resis-
téncia destes frente frentes as classes atuais de
antifingicos, o que estd correlacionado com o
uso indiscriminado dos mesmos. Outrossim, 0s
antifngicos comumente usados causam efeitos
adversos aos pacientes, que incluem hipersensi-
bilidade, reagoes alérgicas e imunossupressao'.

Entre as espécies flngicas que exigem aten-
¢do, encontra-se o género Candida spp que é
responsavel por cerca de 80% das infeccdes fun-
gicas no ambiente hospitalar e constitui causa
relevante de infec¢des de corrente sanguinea.
Espécies ndo-albicans sao responsaveis por pelo
menos 50% das infecc¢des invasivas por Candida
spp, apresentando peculiaridades de histéria
natural e sensibilidade a antifingicos. A morta-
lidade geral por de fungemias por Candida sp é
da ordem de 40 a 60% '* 1718,

Devido ao fato dos antiflingicos promoverem
efeitos toxicos, tem-se buscado uma alternativa
mais eficiente e menos téxica para o tratamento
das infecgoes flngicas por meio de produtos
de origem vegetal, e o conhecimento de uma
possivel atividade antifingica dos 6leos essen-
ciais dessas plantas sdo de muita importancia,
pois abre possibilidades para se estudar futuros
medicamentos antiflingicos de origem natural.

Diante do que foi exposto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antifingica dos
6leos essenciais das plantas Lippia alba (Mill.)
N. E. Brown (Verbenaceae) e Cymbopogon citra-
tus (D.C.) Stapf (Poaceae) separadamente, bem
como da mistura de ambos.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram utilizadas folhas de Lippia alba (erva
cidreira brasileira) e Cymbopogon citratus (ca-
pim limao) colhidas no més de maio de 2014,

no periodo da manha, cultivadas em canteiros
experimentais no campus-sede do UniCesumar,
em Maringd. A cidade estd localizada a 554
m acima do nivel do mar, e suas coordenadas
geograficas sao 23°24°43”S e 51° 55'W. O cli-
ma, pela classificagdo de Koeppen'®, é do tipo
Cfa(h): clima subtropical mesotérmico, com
verdes chuvosos e geadas pouco frequentes.
Foram selecionadas as plantas mais sadias e
submetidas a secagem em temperatura ambien-
te, a sombra por um periodo de 10 dias para
posterior extracdo de 6leo essencial.

Extracao do oleo essencial

A extracdo do 6leo essencial das folhas foi
realizada no laboratério do UniCesumar, pelo
processo de destilacao por arraste a vapor, no
aparelho de Clevenger®°, utilizando-se 100 gra-
mas de folhas secas para 1000 mL de dgua
destilada. O tempo de extragao foi de 3 horas.
Ap6s este periodo, os 6leos essenciais foram
armazenados em frascos ambar, na geladeira
até o momento de sua utilizacdo. A atividade
antifingica foi realizada separadamente para
cada 6leo, assim como a mistura dos mesmos
em igual volume (1:1).

Determinacao da atividade antifingica

A técnica de microdiluicdo em caldo para
a determinacao da concentracao inibitoria mi-
nima (CIM) foi realizada em microplacas esté-
reis de 96 cavidades (INLAB) com fundo em
forma de “U”. Inicialmente todos os pocos da
microplaca foram preenchidos com 100 pL
de caldo Saubouraud Dextrose. As amostras
dos diferentes 6leos essenciais de Lippia alba,
Cymbopogon citratus e mistura de ambos, foram
preparados na concentragdao de 2000 mg/mL
empregando-se sulféxido de dimetila (DMSO) a
10%, que foram depositadas na primeira coluna
da microplaca. Em seguida aliquotas de 100 pL
do conteddo de cada orificio da coluna 1 foi
transferida para os orificios da coluna 2 e, ap6s
homogeneizacao, transferido o mesmo volume
para a coluna 3. Este procedimento foi repetido
até a coluna 12 e desprezado ap6s homogenei-
zacao o excesso da diluicao, obtendo-se, assim,
concentragcoes decrescentes dos 6leos essenciais
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(1,0 mg/mL — coluna 1; 0,500 mg/mL — coluna
2; 0,250 mg/mL — coluna 3 e assim por diante).

Os in6culos microbianos com a concentra-
¢do de 1,5 x 10° microrganismos/mL, equiva-
lente a densidade de McFarland (10° UFC/mL),
foram diluidos 1/10 em solucao salina estéril
(0,9%) e, desta diluicao, um volume de 100 pL,
foi depositado em todos os orificios da coluna 1
a 12. Os orificios das linhas G e H foram desti-
nados para os testes de controle do experimento.

Os orificios da linha G, foram reservados
para o controle positivo, com caldo Sauboraud
Dextrose (CSD) e in6culo microbiano. Os 4
orificios da linha H receberam apenas caldo
Saubouraud Dextrose para a verificagao da es-
terilidade da placa e outros 4 orificios foram
utilizados para controle negativo do DMSO
estéril a 10%.

As microplacas foram incubadas em estufa
bacteriolégica a 37°C por 24 horas. Apos esta
incubacgdo a presenca de uma turvacao nos
orificios foi interpretada como prova negativa
do efeito inibitério do 6leo essencial, enquanto
a auséncia da turvagao foi considerada prova
positiva da acdo inibitéria do 6leo essencial.

Para a determinacdo da concentracao fun-
gicida minima (CFM), transferiu-se 10 pL dos

pocos das placas, com o auxilio de micropi-
petadores, para regioes determinadas de placa
de petri contendo Agar Sabouraud Dextrose, e
esta incubada por 24 horas a 37°C. A regiao
em que nao houve crescimento flingico € in-
dicada como a menor concentracao do éleo a
ter acdo fungicida®'. Os 6leos essenciais foram
testados frente as cepas de Candida albicans
ATCC 10231, Candida tropicalis ATCC 28707
e Candida parapsilosis ATCC 22019, e o expe-
rimento foi realizado em duplicata.

RESULTADOS

Em relagcdo ao rendimento do 6leo essencial
obtido das espécies de erva cidreira, estas apre-
sentaram um rendimento de 0,61% e 2,72%,
sendo estes da planta Lippia alba e Cymbopo-
gon citratus respectivamente. Apesar de ambas
serem referendadas popularmente como erva
cidreira, sdo espécies diferentes e o rendimento
de 6leo essencial obtido foi variavel. Em relacao
a atividade antifliingica dos 6leos essenciais,
a Tabela 1 apresenta os valores de concentra-
¢ao inibitéria minima (CIM), sobre as cepas de
Candidas albicans, C. tropicalis e C. parapsilo-
sis, para os 6leos essenciais separadamente e a
mistura de ambos em igual volume.

Tabela 1. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de 6leos essenciais de plantas cultivadas em Maringa —
PR (2014), sobre cepas de leveduras do género Candida.

Cymbopogon citratus (mg/mL)

Mistura dos éleos (mg/mL)

Cepas Lippia alba (mg/mL)
metom .
ecamor 020
i i -

0,125 0,125
0,125 0,250
0,125 0,250

Em relacao a C. albicans, os dois 6leos es-
senciais, bem como a mistura destes, apresen-
taram os mesmos valores de concentracao de
inibicdo minima, que foram de 0,125 mg/mL.
Quanto a Candida tropicalis a concentracao de
inibicdo minima foi de 0,250 mg/mL do 6leo
essencial de Lippia alba, bem como a mistura

dos 6leos, e de 0,125 mg/mL do 6leo essencial
de Cymbopogon citratus. Resultados maiores
foram obtidos para Candida parapsilosis do 6leo
essencial de Lippia alba (0,500 mg/mL), 0,125
mg/mL do 6leo essencial de Cymbopogon citra-
tus, e um valor intermediario de 0,250 mg/mL,
quando avaliada a mistura dos 6leos essenciais.



Tabela 2. Concentracdo Fungicida Minima (CFM) de 6leos essenciais plantas cultivadas em Maringd — PR

(2014), sobre cepas de fungos.

Cymbopogon citratus (mg/mL)

Mistura dos é6leos (mg/mL)

Cepas Lippia alba (mg/mL)
Candida albicans 10

ATC 10231 !

Candida tropicalis 10

ATCC 28707 !

Candida paraplisosis 10

ATCC 22019 !

0,500 1,0
0,500 1,0
0,500 1,0

Pode-se observar na Tabela 2, e Figuras 1, 2,
e 3, atividade antifiingica mais efetiva do 6leo
de Cymbopogon citratus em relagdo a Lippia

1,0 0,500 0,250 0,125 0,062 0,031 0,015 0,0078 (mg] )

'Y ¥ ¥

L

Figura 1. Atividade antifiingica (CFM) do éleo
essencial de Lippia alba cultivada em Maringd — PR
(2014) na concentracao de 1,0 mg/mL a 0,0078
mg/mL, para as cepas de C. albicans, C. tropicalis
e C. parapsilosis.

Nao houve diferenca entre a atividade an-
tifingica de Lippia alba e a mistura de 6leos,
visto que a concentragao fungicida minina foi
de 1,0 mg/mL frente as trés cepas, ou seja, €
necessario o dobro da concentragcao deste 6leo
para se obter a atividade fungicida. E visto,
portanto, que o 6leo essencial de Cymbopogon
citratus é mais ativo do que o 6leo essencial de
Lippia alba, bem como a mistura dos 6leos em
igual volume.

F possivel observar nas Figuras 1 e 2, a au-
séncia total de crescimento dos fungos (C. al-
bicans, C. tropicalis e C. parapsilosis) na pre-
senca do 6leo essencial de Lippia alba, bem
como da misturas dos 6leos na concentracao
de 1,0 mg/mL, o que comprova a atividade

alba, bem como a mistura destes, frente as trés
cepas testadas, onde a concentracao fungicida
minima foi de 0,500 mg/mL.

1,0 0500 0,250 0,425 0,062 0,031 0,015 0,0078 (mg»"mL)

Figura 2. Atividade antifingica (CFM) da mistura
dos 6leos essenciais das plantas cultivadas em
Maringa — PR (2014) na concentracdo de 1,0 mg/
mL a 0,0078 mg/mL, para as cepas de C. albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis.

antifingica dos mesmos nesta concentragao.
As figuras 1 e 2 permitem também observar que
para a concentragao 0,500 mg/dL houve cresci-
mento menos intenso das espécies de candida,
exceto para a C. parapsilosis na presenca do
6leo essencial de Lippia alba.

Na Figura 3, observa-se a atividade antifdin-
gica na concentracao de 0,500 mg/mL do 6leo
essencial de Cymbopogon citratus, o qual pro-
moveu a auséncia total de crescimento dos fun-
gos (C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis).
Pode-se observar ainda que na concentracao
0,250 mg/mL houve crescimento bem reduzido
em relacdo a concentragoes mais baixas do 6leo

essencial de Cymbopogon citratus.
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C. Tropicalis

C. parapsilosis.

Figura 3. Atividade antifiingica (CFM) do éleo
essencial de Cymbopogon citratus cultivado em
Maringa — PR na concentragao de 1,0 mg/mL a
0,0078 mg/mL, para as cepas de C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis.

DISCUSSAOD

Pode-se observar um alto teor de 6leo es-
sencial obtido a partir das folhas de Cymbo-
pogon citratus, sendo o rendimento de ambas
as espécies em estudo superiores aos encon-
trados por Duarte et al”, que foram de 0,1% e
0,33%, para Lippia alba e Cymbopogon citratus
respectivamente.

Quanto a atividade antifingica dos 6leos
essenciais para a C. albicans, os dois 6leos es-
senciais, bem como a mistura destes, apresen-
taram os mesmos valores de concentracdo de
inibicdo minima, que foram de 0,125 mg/mL,
caracterizando-se que apesar de serem 6leos
essenciais de espécies diferentes resultaram no
mesmo valor de CIM.

Em estudo relatado por Duarte et al’, o 6leo
essencial de Lippia alba causou uma inibicao
no crescimento de Candida albicans com MIC
de 0,600 mg/mL. Segundo Fontenelle et al*, ao
analisar o 6leo essencial de uma outra espécie
de Lippia (Lippia sidoides), frente a diferentes ce-
pas de Candida albicans, relataram a concentra-
cao inibitéria minima (CIM) nas concentracoes
de 0,620 mg/mL e 1,250 mg/mL.

Ja em outro trabalho??, os resultados com o
6leo essencial de uma outra espécie de Cymbo-
pogon (Cymbopogon winterrianus), resultaram
na concentragdo inibitoria minima (CIM) de
2,250 mg/mL.

A discrepancia do CIM se justifica pela utili-
zagdo de 6leos essenciais de diferentes espécies,

e as variabilidades das cepas utilizadas. No
entanto, os 6leos essenciais de Lippia alba e
Cymbopogon citratus, bem como a mistura
destes em igual volume mostram-se igualmente
ativos para a Candidas albicans.

Quanto a Candida tropicalis é visto uma
maior atividade do 6leo essencial de Cymbopo-
gon citratus, em relacdo ao 6leo essencial de Li-
ppia alba, bem como a mistura de ambos 6leos.

De acordo com Fontenelle et al*?, demons-
traram atividade antifiingica do 6leo essencial
de Lippia sidoides, frente a Candida tropicalis,
com concentracoes inibitéria minima (CIM) de
1,250 mg/mL e 2,500 mg/mL para cepas dife-
rentes de candida.

Ao determinar a CIM, do 6leo essencial de
Cymbopogon winterrianus®, verificaram uma
acao inibitdria na concentragao de 0,562 mg/mL
para a Candida tropicalis.

Em outro estudo realizado por Santos et al’,
que utilizou amostras de leveduras isoladas de
candidiase vulvovaginal, a concentragao inibito-
ria minima foi de 0,640 mg/mL para C. albicans
e 1,250 mg/mL para C. tropicalis, para o 6leo
essencial de Cymbopogon citratus. Os maiores
valores de CIM encontrados nesse trabalho pode
ser justificado, pelas cepas de candida decorren-
te de candidiase vulvovaginal e outros fatores
que podem influenciar sdo a técnica extragao e
as diferengas na composigao quimica da planta,
que sdo determinada por fatores como local,
condigdes de cultivo, época de colheita, tempo
de extragcao do 6leo essencial, tempo de arma-
zenamento que podem promover mudangas
quantitativas e qualitativas nos constituintes do
6leo essencial*.

A atividade inibitéria para Candida parapsi-
losis foi também maior para o 6leo essencial de
Cymbopogon citratus, e pode-se observar que a
mistura dos 6leos essenciais, ndo apresentaram
maior atividade em relacdo ao 6leo essencial
de Cymbopogon citratus, sendo sua atividade
muito superior em relacdo ao 6leo essencial de
Lippia alba.

Contudo, de acordo com Nascimento et al®,
a associagao das plantas medicinais e/ou seus
subprodutos pode atuar inibindo ou até mesmo



intensificando o efeito terapéutico dos medica-
mentos convencionais, bem como interferir na
resposta esperada.

A atividade antiflingica foi mais efetiva do
6leo de Cymbopogon citratus em relagdo a
Lippia alba, bem como a mistura destes, frente
as trés cepas testadas.

O efeito antifingico do 6leo essencial de
C. citratus, segundo Vargas et al** é devido a
presenca majoritdria de citral, um terpendide
oxigenado (aldeido) que relataram apresentar
acentuada atividade antifingica frente a cepa
de C. albicans.

Segundo Cavalcanti et al*, ao analisar o 6leo
essencial de Cymbopogon winterrianus, frente
as espécies de Candida albicans e Candida tropi-
calis, relatam a concentragao fungicida minima
(CFM) nas concentracoes de 4,500 mg/mL e
0,562 mg/mL respectivamente.

No estudo de Vargas et al**, relataram o efeito
antifingico do 6leo essencial de C. citratus para
cepa de C. albicans a partir da concentragao

de 1000 mg/mL. A diferenca acentuada na con-
centragdo antifingica quando comparada a esta
pesquisa, que foi de 0,500 mg/mL, pode ser jus-
tificada pela metodologia empregada por Vargas
et al*®, que utilizaram o método de difusao em
agar para avaliar a atividade antiftingica.

CONCLUSAOQ

Os Oleos essenciais de Lippia alba e de
Cymbopogon citratus apresentaram atividade
fungicida para cepas de Candida sp, sendo que
o 6leo essencial de Cymbopogon citratus apre-
sentou a melhor atividade. Observou-se que a
mistura dos 6leos essenciais ndo potencializou
o efeito antifingico para os microrganismos
testados. No entanto, ressalta-se a importancia
de futuras pesquisas para avaliar possiveis intera-
¢oes entre 6leos e consequentemente atividade
antifingica, resultados estes que poderao con-
tribuir para a descoberta de futuros ativos com
atividade antimicrobiana.
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