XXIII CONIC
VII CONITI
IV ENIC

ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DE INFUSOES DE
PLANTAS MEDICINAIS FRENTE A LEVEDURAS ISOLADAS DE
SECRECAO VAGINAL

José Ewerton Felinto dos Santos';Bruno Severo Gomes?

'Estudante do Curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas - CCB — UFPE; E-mail:
jewerton.santos@hotmail.com, Docente/pesquisador do Depto de Micologia - CCB — UFPE. E-
mail:bseverogomes@gmail.com.

Sumario: A utilizagdo de plantas para fins terapéuticos é uma prética utilizada desde os
primordios da especie humana, as vezes o Unico recurso terapéutico, € difundido entre
geracOes pelo conhecimento popular. No tratamento das micoses humanas alguns
antifangicos disponiveis além de causarem resisténcia ao micro-organismo podem causar
recorréncia, e toxicidade ao organismo humano, 0 que impulsiona a busca por novas
alternativas terapéuticas eficientes, seguras e naturais. O objetivo do presente estudo €
analisar a atividade antifingica in vitro da infusdo e dos extratos vegetais utilizando alcool
de cereais e alcool etilico de Camomila (Matricaria recutita L.), Erva-Doce (Pimpinella
anisum L.), Horteld (Mentha piperita L.) e Boldo-do-Chile (Peumus boldus) frente a
leveduras isoladas de amostras clinicas pertencentes ao género Candida sp. e Rhodotorula.
A atividade antimicrobiana foi verificada in vitro pelo método difusdo em disco de papel.
Os resultados obtidos no trabalho permitiram verificar que extratos de alcool etilico e
cereais das plantas utilizadas apresentaram potencial antifingico.
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INTRODUCAO
A utilizacdo de plantas para fins terapéuticos € uma pratica utilizada desde os primordios
da espécie humana, sendo em muitas comunidades as vezes 0 Unico recurso terapéutico,
que € difundido entre as geracdes através do conhecimento popular (LUBIAN, et. al, 2010;
OLIVEIRA e ARAUJO, 2009; SOARES et. al, 2015). As plantas sdo fontes extremamente
ricas de biomoléculas naturais (MARTINS, et. al, 2015). Segundo o Ministério da Saude,
2006, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece que 85% da populacdo dos
paises em desenvolvimento utilizam de préaticas tradicionais como o0 uso de plantas
medicinais. No Brasil, encontramos maior parcela de biodiversidade mundial de plantas
superiores, em torno de 24%, atrelado a uma diversidade étnica e cultural, que em conjunto
aos conhecimentos mais tradicionais, nos oferece uma excelente fonte de matéria prima
para fabricacdo e desenvolvimento de novas tecnologias fitoterapicas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006). Apesar dessa imensa riqueza de produtos naturais, ainda s30 escassos 0S
estudos (FARIAS, 2006). Segundo, Fenner, et. al, 2006, as micoses humanas possuem um
tratamento pouco eficaz, uma vez que os farmacos antifingicos disponiveis além de
causarem resisténcia ao micro-organismo podem causar recorréncia, e toxicidade ao
organismo humano, o que impulsiona busca por novas alternativas terapéuticas mais
eficientes, seguras e naturais. O que evidencia a importancia de maiores investimentos em
pesquisas para busca de novos fitoterapicos que sejam aplicados para os mais diversos fins,
inclusive no tratamento de infec¢Bes fungicas (micoses).O interesse académico sobre as
plantas medicinais vem crescendo constantemente, devido especialmente pela
comprovagdo empirica (OLIVEIRA, 2010). Cerca de 25% dos medicamentos produzidos
no Brasil sdo derivados de plantas medicinais (MINISTERIO DA SAUDE, 2012), a
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exemplo os estudos conduzidos por MAHESH e SATISH (2008), MENDES et al. (2010),
LIMA et al. (2006), ARAUJO (2010), FARIAS (2006), BENFATTI et al. (2010),
LUBIAN et al. (2010) e LIMA et al. (2006) que comprovaram o efeito antimicrobiano e
antifungico das plantas medicinais. Dessa forma, objetivo do presente estudo é analisar a
atividade antifangica in vitro da infusdo e dos extratos vegetais utilizando alcool de cereais
e alcool etilico de Camomila (Matricaria recutita L), Erva-Doce (Pimpinella anisum L.),
Horteld (Mentha piperita L.) e Boldo-do-Chile (Peumus boldus) frente a leveduras de
secrecao vaginal.
MATERIAIS E METODOS

As culturas foram transferidas para caldo glicosado e mantidos a temperatura ambiente a
27°C + 2°C, durante trés dias. Apos crescimento das células fungicas, houve o repique para
0 meio de cultivo &gar Sabouraud contidos em tubos de ensaio, mantidos por mais 5 dias
em temperatura ambiente a 27°C + 2°C. Foram observadas caracteristicas macroscopicas,
microscopicas e quando necessario caracteristicas fisiologicas das coldnias seguindo 0s
critérios contidos em Lodder (1970); Kreger van Rij (1984) ;Kurtzman; Fell (1998) e
Barnett et al. (2000). As plantas foram adquiridas em embalagens comerciais e processadas
industrialmente. Foram utilizados os capitulos florais de camomila (Matricaria recutita,
L.), frutos de erva-doce (Pimpinella anisum), folhas e ramos de hortela (Mentha piperita,
L.) e folhas de boldo do Chile (Pneumus boldus, Molina). O extrato aquoso a quente
(infuso) foi preparado com 180mL de agua destilada em 25 gramas da planta sob controle
de temperatura a 50°C, para ndo perder nenhum principio ativo da planta (SILVA, et al.,
1986). O infuso foi preparado vertendo-se &gua fervente sobre o material boténico,
fechando o recipiente que permaneceu em repouso por quinze minutos, com posterior
filtracdo (SCHUCK et al., 2001). As outras formas de extrato foram preparadas pelo
método da maceracdo com utilizacdo de alcool de cereais e alcool etilico (solucbes
extratoras), onde a proporcdo de p6 da planta foi de 25 gramas para cada 200 mL de
solucéo extratora. Essas solugdes extratoras permaneceram em contato com o po durante
oito dias, sob agitacdo em shaker (temperatura 27°C e rotacdo de 1,0 rpm), em um frasco
de vidro ambar para evitar possivel interferéncia da luz e sob temperatura ambiente
aproximada de 25°C (SIMOES, et al., 2001). A atividade antimicrobiana foi verificada in
vitro, frente a 10 micro-organismos pelo método de difusdo em disco de papel (BAUER et
al., 1966). As 10 culturas de leveduras pertencentes aos géneros Candida e Rhodotorula
foram isoladas de amostras clinicas (secrecdo vaginal) de mulheres gravidas e néo
gravidas, com e sem sintomas. As leveduras encontram-se preservadas na Micoteca URM
do Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Pernambuco, preservados sob 6éleo mineral (SHERF, 1943). Os micro-organismos teste
foram padronizados pela turvagdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland em
solucdo fisiologica (BARRY, 1986; KONEMAN, 1997), correspondente a uma
concentracdo de aproximadamente 10’ UFC/mL para leveduras e semeadas na superficie
do meio &gar Saboraud contidos em placa de Petri. Sobre o semeio foram posicionados de
forma equidistantes discos de papel xarope esterilizados, de 6 mm de didmetro, embebidos
com 10 pL da solugdo do extrato. As placas foram incubadas durante 24 h e 48 h a
temperatura de 27 °C e 37 °C. Todos os extratos foram testados em triplicata e os diametros
dos halos expressos pela média dos resultados obtidos nas trés repeticdes. Como controle
negativo, foram utilizados discos de papel filtro saturado com 10 pL dos diluentes
utilizados. O controle positivo foi realizado com discos de papel filtro embebidos de 10 pL
nistatina. Halos iguais e superiores a 10 mm foram considerados significativos de atividade
antibidtica (AWADH Ali et al., 2001; BAKSHU et al.,, 2001; KHAN et al., 2001 e
CHOWDHURY et al.,, 2002; FERRONATTO et al.,, 2007; SILVA et al.,, 2007;
NASCIMENTO et al., 2007). A avaliagdo consistiu na a média do diametro dos halos de
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inibicdo. As placas de Petri foram avaliadas a partir da repicagem do microrganismo até o
10° dia. A mensuracdo do didmetro ocorreu com auxilio de paquimetro de precisdo. O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 4
tratamentos e 3 repeticOes para cada tratamento. Foram utilizados os testes F e de Tukey
para verificacdo da significancia para as médias do crescimento da col6nia, utilizando o
software assistat-statistical (SILVA & AZEVEDO, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram reativadas e confirmadas taxonomicamente 10 culturas: URM 739 Candida
catenulata Diddens & Lodder, URM 741 Candida brumptii Lang & Guerra, URM 4970
Candida parapsilosis (Ashford) Lagernron & Talice, URM 4975 Candida guilliermondii
(Castellani) Langeron et Guerra, URM 4976 Candida maritima (Siepmann) Van Uder &
Buckley (Meyer & Ahearn), URM 4978 Candida shehatae Buckley & Van Uden, URM
4990 Candida albicans (Robin) Berkout, URM 5187 Rhodotorula minuta (Saito) Harrison,
URM 5189 Candida tropicalis (Castellani) Berkhout, URM 5974 Candida albicans
(Robin) Berkhout (1923). Dos resultados obtidos pode-se observar que apenas o0 extrato de
horteld sofreu influéncia da temperatura sob sua atividade antifingica, tendo a temperatura
de 27°C como melhor potencialidade. Das quatro plantas utilizadas no experimento, apenas
os extratos de alcool etilico e de cereais apresentaram atividades antifingica. Observa-se
na tabela 01 e tabela 02 que o extrato com alcool etilico se configurou como o mais
eficiente com a Camomila, Horteld e Erva Doce, e 0 extrato de alcool de cereais com
Boldo do Chile. Verificou-se que todas leveduras de amostras clinicas foram bastante
sensiveis ao antifungico.

Tabela 02: Comparacdo das médias dos halos dos extratos das plantas medicinais
analisadas frente a leveduras de secre¢do vaginal em meio agar Sabouraud em duas
temperaturas, durante dez dias.

BOLDO ERVA DOCE HORTELA CAMOMILA
Extrato Extrato Extrato Extrato
Alcool Alcool de Alcool Alcool de Alcool Alcool de Alcool Alcool de
Etilico Cereais Etilico Cereais Etilico Cereais Etilico Cereais
0.16000 b 0.58333a  0.83667a 0.46500b  0.76333a 0.29333b  0.74167a 0.28000b
dms =0.12780 dms =0.14556 dms =0.12780 dms =0.12021

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste Tukey < 5%. Todas as médias foram
mensuradas em centimetros.

Tabela 03: Comparacdo das médias dos halos dos extratos das plantas medicinais
com o controle positivo frente a leveduras de secrecdo vaginal em meio &gar
Sabouraud em duas temperaturas, durante dez dias.como controle positivo

Tratamentos Hortela Camomila Boldo do Chile Erva Doce
Controle Positivo 1.39000 a 1.39000 a 1.39000 a 1.39000 a
Alcool Etilico 27°C 0.79333 b 0.77000 b 0.17000 c 0.82000 b
Alcool Etilico 37°C 0.73333 b 0.71333 b 0.15000 c 0.85333 b

Alcool de cereais 27°C 0.43333 ¢ 0.32000 c 0.59000 b 0.47667 c

Alcool de cereais 37°C 0.15333 d 0.24000 c 0.57667 b 0.45333 ¢
DMS 0.22717 0.21384 0.17981 0.25837

M¢édias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si, pelo teste Tukey < 5%. Todas as médias foram
mensuradas em centimetros.

A cultura URM 4975 C. guilliermondi, e as duas culturas de C. albicans URM
5974 e URM 4990 foram bastante sensiveis ao extrato de alcool etilico de camomila em
ambas temperaturas, em contrapartida o extrato de alcool de cereais ndo apresentou
atividade antifungica significativa nestes isolados. Em seu estudo Silva, 2010 demonstrou
atividade antimicrobiana de extrato de camomila frente a Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, comprovando seu potencial antimicrobiano. O extrato de alcool etilico de
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Erva Doce apresentou uma boa atividade fungistatica sob URM 741 C.brumptii, URM
4970 C. parapsilosis, URM 4990 C. albicans URM 4976 C.maritima, URM 4975
C.guilliermondi, URM 5974 C. albicans. Pesquisas como a Sartori 2013, comprova 0
potencial antifungico do extrato etanoico de Boldo do Chile em fungos como Alternaria
sp. As culturas URM 741C. brumptii, URM 5974 C. albicans foram bastante sensiveis em
ambas temperaturas ao extrato de Boldo do Chile de alcool de cereais, confirmando seu
potencial antifungico, o que Lima et al., em 2006 relataram a eficiéncia antifingica do 6leo
essencial de Boldo do Chile frente culturas de C. albicans, C. parapsilosis. No teste
realizado com o extrato de alcool etilico de horteld, as culturas de C. albicans apresentaram
sensibilidades diferentes aos extratos de hortel&, o isolado URM 5974 C. albicans foi mais
susceptivel ao extrato de alcool etilico, enquanto URM 4990 C. albicans foi menos
sensivel ao extrato. Matos et al, 2009, testaram extrato alcoolico de horteld a 37°C frente a
amostras clinicas de Candida sp., apresentando atividade fungicida sob C. albicans,
comprovando sua atividade fungicida.

CONCLUSOES
Os extratos de Camomila (Matricaria recutita L), Erva-Doce (Pimpinella anisum L.),
Horteld (Mentha piperita L.) e Boldo-do-Chile (Peumus boldus) utilizando &lcool etilico e
alcool de cereais possuem atividade antifungica frente as culturas de leveduras isoladas de
amostras clinicas. Os resultados deixam o campo aberto para a realizacdo de futuros
estudos de isolamento e identificacdo dos compostos bioativos dos extratos.
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