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Atividade do Stryphnodendron adstringens (Barbatimao), Nicotiana
tabacum (Folha de Fumo) e Achillea millefolium L. (Mil-Folhas) como

inibidor farmacologico natural contra Candida albicans

Activity of Stryphnodendron adstringens (Barbatimao), Nicotiana tabacum (Tobacco Leaf)
and Achillea millefolium L. (Millet Leaves) as natural pharmacological inhibitor against
Candida albicans

Actividad de Stryphnodendron adstringens (Barbatimao), Nicotiana tabacum (Hoja de taba-
c0) y Achillea millefolium L. (Mil Hojas) como inhibidor farmacoldgico natural contra
Candida albicans
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Resumo: A Candida albicans ¢ um microrganismo oportunista que compde a microbiota normal do ser humano.
Quando ocorre algum desequilibrio imunoldgico, esse fungo pode causar infec¢des conhecidas como candidiase.
Tem sido relatada uma resisténcia da C. albicans aos antifingicos sintéticos normalmente utilizados e em vista
disso, o presente estudo avaliou a eficacia do Barbatimao, Mil Folhas e da Folha de Fumo, sobre C. albicans. Para
os testes foram determinados trés tipos de extratos: (1) o alcodlico a 70% (v/v); (2) o alcodlico cereal e (3) o cha
das plantas. Além dos controles positivo (Fluconazol) e negativo (4lcool 70%). Todos os testes foram realizados
em triplicata. O extrato alcoolico cereal, para todas as plantas, apresentou melhor resultado, destacando o Bar-
batimio que apresentou o maior halo de inibi¢do. No teste de Concentragdo Inibitéria Minima foi observado que
o Barbatimao foi capaz de inibir o crescimento da C. albicans com apenas 0.5 mg/mL de extrato, enquanto os
demais extratos s6 conseguiram inibir o crescimento desse fungo na concentragcdo de 1mg/mL. Os dados obtidos
indicam que tais plantas podem representar uma alternativa para o desenvolvimento de novos fAirmacos naturais
contra candidiase.

Palavras-chave: Candida albicans. Plantas. Farmaco natural.

Abstract: Candida albicans is an opportunistic microorganism that makes up the normal human microbiota. When
an immune imbalance occurs, this fungus can cause infections known as candidiasis. Resistance of C. albicans
to commonly used synthetic antifungals has been reported and in view of this, the present study evaluated the
efficacy of Barbatimdo, Millet Leaves and Tobacco Leaf on C. albicans. For the tests three types of extracts were
determined: (1) 70% alcoholic (v / v); (2) the alcoholic cereal and (3) the tea from the plants. In addition to the po-
sitive (Fluconazol) and negative (70% alcohol) controls. All tests were performed in triplicate. The cereal alcohol
extract for all plants showed better results, highlighting the Barbatimao that presented the largest inhibition halo.
In the Minimum Inhibitory Concentration test it was observed that Barbatimdo was able to inhibit the growth of
C. albicans with only 0.5 mg / mL of extract, while the other extracts could only inhibit the growth of this fungus
at a concentration of Img / mL. The data obtained indicate that such plants may represent an alternative for the
development of new natural drugs against candidiasis.

Keywords: Candida albicans. Plants. Natural drug.

Resumen: Candida albicans es un microorganismo oportunista que constituye la microbiota humana normal.
Cuando ocurre un desequilibrio inmune, este hongo puede causar infecciones conocidas como candidiasis. Se ha
informado de la resistencia de C. albicans a los antifungicos sintéticos de uso comun y, en vista de esto, el pre-
sente estudio evalud la eficacia de Barbatimao, Mil Hojas y Hojas de Tabaco en C. albicans. Para las pruebas se
determinaron tres tipos de extractos: (1) 70% alcoholico (v / v); (2) el cereal alcohdlico y (3) el té de las plantas.
Ademas de los controles positivos (Fluconazol) y negativos (70% de alcohol). Todas las pruebas se realizaron
por triplicado. El extracto de alcohol de cereal para todas las plantas mostré mejores resultados, destacando el
Barbatimao que presento el halo de inhibicion mas grande. En la prueba de concentracion minima inhibitoria se
observo que Barbatimao pudo inhibir el crecimiento de C. albicans con solo 0.5 mg / mL de extracto, mientras
que los otros extractos solo pudieron inhibir el crecimiento de este hongo a una concentracion de 1mg / mL. Los
datos obtenidos indican que tales plantas pueden representar una alternativa para el desarrollo de nuevos farmacos
naturales contra la candidiasis.

Palabras clave: Candida albicans. Plantas. Droga natural.
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INTRODUCAO

A Candida albicans é um fungo dimoérfico que pode
causar alguns tipos de infec¢do designada como candi-
diase. Esse fungo pertence ao género Candida, ¢ esta
presente na forma leveduriforme na microbiota normal
das mucosas, do trato respiratorio, gastrointestinal e do
trato genital feminino, da espécie humana. No entanto,
quando ocorre um desequilibrio nos mecanismos de de-
fesa do hospedeiro, esse fungo pode tornar-se patogé-
nico instaurando uma infec¢do denominada candidiase
(PEREIRA et al, 2018).

A C. albicans tem a aptiddo de se apresentar em
diferentes morfologias, na forma leveduriforme, pseu-
do-hifa ou de hifa verdadeira. Essas leveduras unice-
lulares reproduzem-se assexuadamente por gemulacao
(CARDOSO, 2013).

Inumeros fatores contribuem para as candidiases,
dentre os quais, podemos enfatizar o rompimento das
barreiras cutdneas e mucosa, tratamentos com antibi-
oticos, quimioterapia e transplantes. Os sintomas mais
comuns sdo observados na regido da boca e nas areas
cutaneas, entre os dedos e virilha (OLIVEIRA, 2012).
A infecg@o oral desencadeada pelo género Candida,
tem fun¢@o marcadora no individuo HIV-positiva em
relacdo ao desenvolvimento da AIDS, sendo infecgdo
secundaria comum em pacientes imunodeficientes. Foi
observado também que, a maior parte das cepas isola-
das da regido da vagina correspondem a espécies da C.
albicans (ALVES et al, 2015).

O crescimento da C. albicans ocorre em superficies
quentes e imidas, podendo causar vaginite, dermatite
das fraldas e candidiase oral. Tais infecgdes sao de difi-
cil tratamento, o que esta relacionado, principalmente,
a resisténcia dos agentes etiologicos aos antifungicos
atualmente utilizados (RAUGUST, 2013).

Devido a essa resisténcia aos antifungicos sintéti-
cos, varias alternativas vém sendo pesquisadas para o
controle da candidiase e uma dessas alternativas ¢ a
busca de produtos naturais que apresentem agao anti-
fungica eficiente inibindo o crescimento de microrga-
nismos resistentes (RAIMUNDO et al, 2018).

As plantas representam uma fonte importante de produ-
tos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais, cons-
tituiram modelos para a sintese de um grande numero de
farmacos hoje existentes. Os extraidos de plantas possuem
elementos com diversas fungdes, exercendo papel contra
diversos tipos de microrganismos (SARAIVA et al, 2018).

O Brasil possui grande potencial para o desenvol-
vimento de produtos naturais aplicados sobre a micro-
biologia. Existem espécies de plantas, com potencial
antimicrobiano que ainda precisam ser testadas sobre
espécimes flngicas, como ¢ o caso da C. albicans
(ABILIO et al, 2014). Algumas dessas plantas sdo po-
pularmente utilizadas contra candidiase vaginal, como
¢ o caso da Folha de fumo, Barbatimao e Mil-folhas que
foram testadas neste trabalho.
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»  Stryphnodendron adstringens (Barbatimao)

A espécie S. adstringens (Barbatimao) da familia
Mimosacea, ¢ uma planta hermafrodita, medindo de 2
a 6 metros de altura, com casca aspera ¢ cheia de fis-
sura, com tronco cascudo e tortuoso. O Barbatimdo é
uma espécie nativa e endémica do cerrado sensu stricto,
conhecida pelas comunidades rurais da regido norte do
estado de Minas Gerais pelo seu alto valor medicinal
(RAMALHO et al, 2018).

Ramalho et al (2018) também discorre que, do
barbatimao, sdo utilizadas popularmente cascas como
cicatrizantes antimicrobianos e¢ no tratamento de dis-
turbios do trato gastrointestinal. As indicagdes de uso
popular dos extratos de Barbatimao, estimula pesquisas
que possam validar seu uso popular ou descobrir novas
propriedades bioldgicas.

»  Achille amillefolium L. (Asteraceae)

A. millefolium, pertencente a familia Asteraceae, ¢
originaria da Europa e da Asia. Sendo plantada em va-
rios paises de zonas temperadas (DE MORAIS et al,
2018). A A. amillefolium (Mil-folhas) ¢ uma planta po-
pularmente conhecida por suas propriedades, o nome
do género Achillea deriva, provavelmente, do heroi gre-
go Achilles, que utilizava a planta para tratar as feridas
de seus soldados (MORAES, 2008).

De acordo com Morais (2018), as partes mais utili-
zadas da planta para aplicagdes medicinais sdo o caule
e as folhas, na composi¢do quimica dessas partes, ja fo-
ram encontrados acido aquiléico, taninos, flavondides,
oleos essenciais (cineol, pinenos, borneol, canfora, tu-
jona, azuleno, cariofileno e eucaliptol), glico-alcaldide
(achileina), 6leos fixos e acidos.

As atividades biologicas de 4. millefolium, neces-
sitam de maiores comprovagdes cientificas, e para isto,
suas caracteristicas quimicas e evidéncias farmacologi-
cas que, relacionam o conhecimento popular com testes
cientificamente aceitaveis, necessitam de aprofunda-
mento (MORAIS, 2018).

Como salienta Tessarollo (2013), o extrato aquoso
da planta medicinal 4. millefolium contém macromo-
léculas com agdo antimicrobiana que inibem o cresci-
mento in vitro de bactéria fitopatogénica.

*  Nicotiana tabacum L. (Folha de Fumo)

O fumo, cientificamente denominado N. fabacum
L., pertence a familia Solanacea, sendo originario da
América do Sul. Nicotiana vem do nome de um médico
Francés, Jean Nicot (1530-1600), que estudou os efei-
tos da nicotina e a recomendava como uma substancia
que curava tudo (DE FARIAS et al, 2016).

No Brasil, o fumo ¢ conhecido antes mesmo do seu
descobrimento, quando os indigenas o utilizavam para
fins medicinais e em rituais magicos ou religiosos. O fumo
Nicotiana tabacum, tem principios ativos importantes, no
extrato da folha contem alcaloides: nicotina, nornicotina e
a anabosina. Com relagdo a producao vegetal, a utilizagdo
do fumo tem sido estudada (OLIVEIRA E COSTA, 2012).
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Em vista disso, esse estudo analisou a eficiéncia do
Barbatimao, Folhas de Fumo e Mil-Folhas como inibi-
dores do crescimento de C.albicans.

MATERIAIS E METODOS

Os ensaios microbiologicos foram realizados no La-
boratorio de Microbiologia Aplicada na Universidade
do Estado de Minas Gerais. As cepas de C. albicans
ATCC® 10231 foram, gentilmente, cedidas pelo Labo-
ratorio de Biologia de Microrganismos da Universidade
Federal de Minas Gerais.

Inicialmente, foi determinada a concentragdo de 1
mg de planta para 10 mL da solug@o de alcool. Dois ti-
pos de alcool foram utilizados: o alcool cereal e o alcool
70% (v/v). As plantas que foram compradas em lojas de
ervas medicinais foram pesadas e posteriormente foram
adicionadas a cada um dos dois alcoois especificos em
frascos ambar. Tais frascos foram colocados sobre agi-
tagdo em agitador orbital de bancada por 20 minutos.
Apds esse periodo, os extratos permaneceram em re-
pouso por 48 horas a temperatura ambiente.

Para o teste com o cha das plantas, a concentragao
utilizada foi de 20 g de planta para 100 mL de agua
quente. O cha foi feito por infusdo dos extratos e perma-
neceu devidamente lacrado a temperatura ambiente por
1 hora. Apos esse tempo de descanso, o conteudo foi
filtrado em papel filtro, e armazenado em microtubos de
2 mL ao abrigo da luz.

O preparo do inéculo para os testes de suscetibili-
dade aos farmacos naturais foi realizado por meio do
cultivo em caldo Sabouraud Dextrose. Para isso, 50
mL do caldo Sabouraud foram colocados em um Erlen-
meyer de 250 mL, e neste meio foi inoculada uma alga-
da do cultivo de C. albicans. Este cultivo foi incubado a
temperatura de 35°C por 24 a 48 horas. A contagem do
numero de micro-organismo correspondente no inocu-
lo foi realizada utilizando uma camera de Neubauer. A
concentragdo final das células foram de 5x10° células/
mL. Deste inoculo foi retirado 100 pL que foram utili-
zados para cultivar as placas de C. albicans que, poste-
riormente, receberiam os discos de difusdo embebidos
nos extratos de plantas e farmacos a serem testados.

e Teste antimicrobiano

O crescimento do fungo foi feito pelo método de es-
palhamento em placa contendo agar Sabouraud. Todos
os procedimentos foram feitos de forma asséptica em
capela de fluxo laminar. As placas foram incubadas em
estufa 35 °C durante 24 horas.

Para realizar os testes com os discos de difusdo em
agar foram utilizados discos de papel filtro de 6 mm
de diametro, foram dispostos simetricamente os discos,
que foram embebidos em 1 mL de extrato vegetal du-
rante 1 minuto, obtendo 0,12 mL de extrato da planta
para cada disco. Conforme a metodologia descrita por
Rodrigues & Lima (2014).

Para o controle positivo, foi empregado o antifingi-

co sintético Fluconazol 150 g, e diluido em 800uL de
agua, o controle negativo foi o alcool 70% (v/v). Todos
os testes foram realizados em triplicatas que foram re-
petidas seis vezes. Apds o procedimento de espalhar os
discos, as placas foram incubadas na estufa na tempe-
ratura de 25°C no periodo de 24 a 48 horas. Posterior-
mente, foi verificado o crescimento do microrganismo
na placa, e medidos o tamanho dos halos em centime-
tros com auxilio de um paquimetro.

e Concentracio inibitéria minima

O método escolhido para determinar a concentra-
¢do inibitéria minima (CIM), seguiu a metodologia de
microdilui¢ao descrita por CASTRO & LIMA (2010).
Inicialmente, foram distribuidos 100 pL de Caldo Sa-
bouraud Dextrose duplo em cada pogo das placas de 96
pogos. Em seguida, foram distribuidos separadamente
100 pL do extrato liquido das trés plantas a uma con-
centragdo 10 mg/mL.

De cada pogo mais concentrado (10mg/mL) foi retira-
do 100 pL e passado a0 novo posso e assim sucessivamente
por diluigdo seriada. Em cada pogo contendo a diluigao do
extrato foi adicionado 10 pL de C. albicans em suspensao.

Como controle negativo, foi realizada a inoculagao
da suspensao da C. albicans no meio de cultura sem adi-
¢do de extratos. Para o controle positivo Fluconazol foi
utilizada a concentragdo de 150 mg/mL, determinada nos
testes em placa de inibi¢do prevista na literatura. As mi-
croplacas foram incubadas a 25°C durante 24 a 48 horas.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os trés extratos das plantas estudadas nesse trabalho
apresentaram atividade de inibi¢do contra candidiase,
sendo o melhor resultado proporcionado com o extra-
to alcoolico de cereal. Além disso, o extrato alcodlico
70% também obteve resultado positivo. Das trés plan-
tas pesquisadas, o melhor efeito de inibi¢ao foi o Bar-
batimdo com extrato alcoodlico cereal. Os testes foram
executados em triplicata repetida em seis vezes, para
confirmar estatisticamente, os resultados dos experi-
mentos realizados (Figura 01).
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Figura 01: Média (cm) dos resultados dos testes de ini-
bigdo de C. albicans. (1) Barbatimio, (2) Mil-folhas e
(3) Folha de fumo.
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No controle negativo, alcool 70% (v/v), ocorreu
crescimento do microrganismo em volta do disco, con-
sequentemente, 0 mesmo nao esta inibindo ocrescimen-
to fungico. O controle positivo foi 0 medicamento mais
utilizado e recomendado por especialista por essa enfer-
midade, que foi o Fluconazol, e apresentou resisténcia a
C. albicans, algumas placas resultavam halos com este
medicamento, mas em volta tinha o crescimento do mi-
crorganismos.

Para chegar na concentragdo de 1mg de planta por
10 mL de alcool (cereal) ou (70%), foram testadas va-
rias concentragdes diferentes, até chegar ao resultado
positivo que apresentasse a capacidade de inibir com-
pletamente o microrganismo. O cha foi testado em ra-
zao do saber popular, usando-se, a mesma concentragao
ja utilizada popularmente, que foi 20 gramas de planta
e 100 mL de agua, porém, ndo apresentou atividade
inibitoria significativa. Como descrito pelo Ceschini
(2011), que aponta que o processo de extragao € o passo
inicial para o isolamento de compostos bioativos, exis-
tem diversos processos e solventes para a extragdo e
obtengdo de produtos antifiingicos, como por exemplo,
a utilizacdo de extratos aquosos, hidroetanolicos (SA-
TISH et.al., 2007; MAHMOUD, 1999; SHUKLA et.al.,
2007); extratos hexanicos e cloroformicos (JOSEPH,
2005); extratos de acetato de etila e hexano, extratos
metanolicos e extratos etandlicos (GONCALEZ, et.al.,
2003). Este experimento, optou por extrato alcoodlico,
pois ¢ mais indicado na medicina popular, o alcool 70%
¢ empregado como antissépticos nos laboratorios e ain-
da ultilizado para desinfectar ferimentos, evitando ou
reduzindo o risco de infec¢do. Foi utilizado, também,
o alcool cereal para executar o extrato da planta, que ¢
extremamente indicado para fins medicinais e, princi-
palmente, muito utilizado na homeopatia em terapias
alternativas. Dessa forma, os dois diferentes tipos de
alcool foram escolhidos para verificar qual solugdo al-
coolica teria melhor resultado positivo de inibigao.

Martins et al., 2019

Varias pesquisas vém sendo ampliadas no desenvol-
vimento de novos firmacos provenientes de extratos de
plantas ou produtos naturais. E notavel perceber que as in-
feccoes fingicas sao de dificil tratamento o que relaciona,
principalmente, a resisténcia dos agentes etiologicos aos
antifingicos sintéticos atualmente utilizados. Esse fato
tem despertado a necessidade de elucidar sobre provaveis
antifingicos naturais que possam inibir fungos oportunis-
tas sem causar resisténcia por estes microrganismos.

Segundo Mariath (2006), os primeiros estudos rela-
cionados com atividade antifungica de produtos vegetais
foram realizados por Di Salvo (1974) e Odeleiyi (1985)
0s quais, testaram extratos com varias espécies de fungos
filamentosos e leveduriformes obtendo bons resultados.

O método escolhido para determinar o (CIM) a con-
centracdo inibitéria minima, o cha nio foi avaliado pois
ndo apresentou atividade de inibi¢do de crescimento C.
albicans. A leitura para determinagdo da (CIM) do ex-
trato alcoolico das plantas sobre as cepas de Candida
foram feitas pelo método visual conforme pela literatu-
ra de CASTRO; LIMA (2010), no qual, foi considerada
a formagdo ou ndo de aglomerados de células no fundo
da cavidade da placa. Dessa forma, esta metodologia
determinou (CIM), e determinou a menor concentra-
¢do dos extratos testados que sdo suficientes para inibir
crescimento das cepas de C. albicans.

A concentragdo inibitoria minima foi determinada
separadamente em extratos de alcool cereal ¢ alcool
70% e as concentragdes usadas nos testes e previamen-
te estipuladas foi de 1,00mg/ 0,50mg/ 0,25mg/ 0,12mg/
0,06mg/ 0,03mg/ 0,015mg.

Os resultados do CIM em alcool cereal mostraram
que a concentragdo minima de 0,25 mg para o barba-
timdo, 0,12 mg para mil folhas e 0,03 mg para a folha
de fumo foram satisfatorios. Entretanto, apenas barbati-
mao ¢ fumo apresentaram inibi¢do completa (100%), o
extrato em mil folhas apresentou uma inibigdo de apro-
ximadamente 70% (Figura 02).
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Figura 02: Avaliacao da Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) dos extratos vegetais em alcool cereal
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Os resultados do CIM em alcool 70% mostraram
que a concentragao minima de 0,50mg para barbatimao,
0,15mg para mil folhas e 0,06mg para a folha de fumo
foram satisfatorios. Entretanto, apenas a folha de fumo
apresentou inibicao completa (100%), o extrato em mil
folhas inibiu aproximadamente 30% e o barbatimao ini-
biu aproximadamente 75% (Figura 03).

CONCLUSAO

Atualmente, observa-se, uma maior valorizagdo em
produtos naturais. Investimentos medicinais na area da
satde tém aumentando profundamente no decorrer dos
anos, principalmente, a fim de, encontrar tratamentos
alternativos para diversas enfermidades ou para precau-
¢do das mesmas. Os antimicoticos amplamente mais
utilizados no tratamento da infecg¢do por Candida sdo
fluconazol, itraconazol e cetonazol. Os azois orais po-
dem apresentar, também, desconforto gastrointestinal e
efeitos colaterais sistémicos (XAVIER, 2015).

A pesquisa de extratos vegetais com agdo antimi-
crobiana se apresenta como uma saida para o combate
aos microrganismos patogénicos, em razdo do grande
aumento de resisténcia a multiplas drogas, resultante do
uso indiscriminado de medicamentos.

A investigagdo com as plantas medicinais foi ave-
riguada nesse trabalho na perspectiva de conhecer as
propriedades biologicas e terapéuticas das mesmas.
O Brasil possui uma rica biodiversidade que pode ser
uma alternativa viavel para a populagdo, em especial
a carente, ter acesso a medicamentos que combatam as
infec¢des por microrganismos patogénicos.

Como apresentado, essas plantas apresentam gran-
de eficacia em nivel laboratorial, demostrando efeito
antifungico de inibigdo positiva, apresentando tam-
bém, a concentra¢do inibitéria minima para inibir a
C. albicans, sendo uma alternativa segura no combate
a candidiase.
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