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RESUMO

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) considera as plantas medicinais como importante instrumento de
assisténcia farmacéutica, estima-se que 40% dos medicamentos atualmente disponiveis foram
desenvolvidos a partir de fontes naturais. Objetivou-se avaliar a atividade antifungica dos extratos
hidroalcoodlicos de Rosmarinus officinalis e Senna spectabilis frentea Candida albicans ATCC 10231.
Avaliou-se a atividade antifingica dos extratos vegetais empregando diferentes metodologias. Para avaliar
atividade antifungica dos extratos vegetais foi empregada a metodologia do MABA — Microplate Alamar Blue
Assay, os extratos foram testados nas concentragcées 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL. A
determinag@o da concentracdo minima inibitéria (CIM) correspondeu a ultima diluicdo capaz de inibir o
crescimento; para controle da droga empregou-se Nistatina — suspenséo comercial 100.000 Ul/mL. Avaliou-
se a cinética de crescimento das células da Candida albicans ATCC 10231, empregando tubos de vidro
estéreis com 0,2 mL de suspensao fungica, 1,8 mL de Caldo Sabouraud e 2 mL de extrato nas mesmas
concentragoes que a CIM, os tubos forma incubados a 37 °C e nos tempos de: zero, 30, 60, 90 e 120 min;
semeou-se 10 pL da contagem correspondente a cada tempo em Agar Sabouraud-Dextrose (incubadas a
37 °C) para contagem em UFC/mL, os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados obtidos
apresentaram inibicdo do crescimento da cepa de Candida albicans em 500 pg/mL, empregando Senna
spectabilis e 250 pg/mL para Rosmarinus officinalis. Para avaliagéo de inibi¢cao cinética foram apresentados
resultados satisfatorios em diferentes concentragbes dos extratos e tempos, as confirmagbes foram
realizadas em Agar Sabouraud Dextrose.
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ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) considers medicinal plants as an important instrument of
pharmaceutical assistance, it is estimated that 40% of the currently available medicines were developed
from natural sources. The objective was to evaluate the antifungal activity of hydroalcoholic extracts of
Rosmarinus officinalis and Senna spectabilis against Candida albicans ATCC 10231. The antifungal activity
of the vegetal extracts was evaluated using different methodologies. To evaluate the antifungal activity of the
plant extracts the methodology of the MABA - Microplate Alamar Blue Assay, was used. The extracts were
tested in the concentrations 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125 and 62.5 pug/mL. The determination of the
minimum inhibitory concentration (MIC) corresponded to the last dilution capable of inhibiting growth.
Nystatin - commercial suspension 100,000 IU/mL was used as drug control . Cell growth kinetics of C.
albicans ATCC 10231 were evaluated using sterile glass tubes with 0.2 mL of fungal suspension, 1.8 mL of
Sabouraud Broth and 2 mL of extract at the same concentrations as the MIC, incubated at 37 °C and at zero,
30, 60, 90 and 120 min, 10 uL of the corresponding counts were taken at each time in Sabouraud-Dextrose
gar (incubated at 37 °C) for CFU/mL counts, the experiments were performed in triplicate. The obtained
results showed inhibition of growth of the C albicans strain at 500 pg/mL, using S. spectabilis and 250 pg/mL
for R. officinalis. The kinetic inhibition evaluation were presented as satisfactory in different concentrations of
extracts and times, confirmations were performed in Sabouraud Agar Dextrose.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de produtos
naturais com empregabilidade na atividade
clinica pode criar novas estratégias de
controle para doengas infecciosas. A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
estima que 65% da populacdo mundial
utilizam produtos naturais em diferentes
tratamentos, destacando os paises em
desenvolvimento, com grande diversidade
étnica e cultural e com grande
biodiversidade. O Brasil destaca-se no
cenario mundial por apresentar a maior
biodiversidade do planeta, associado ao
imenso conhecimento popular para uso de
plantas medicinais, oriundo da expressiva
diversidade cultural e que desta forma
permite a utilizacdo para o tratamento de
enfermidades antibacterianas, antifungicas e
antiparasitarias (1-4).

Acredita-se que 80% da populagéo
mundial ja fezuso de plantas medicinais para
alivios de desconfortos fisiolégicos e, desses,
aproximadamente 30% com indicagdes
médicas. Os estudos revelam que 30 a 40%
dos medicamentos utilizados pela populacao
possuem como base algum precursor
vegetal, sendo assim, as plantas
representam uma Otima opg¢do para
descoberta de novos produtos
antimicrobianos, com menor custo, menor
toxicidade e maior acesso a populagao (5)

O uso de plantas medicinais no
tratamento e na cura de enfermidades é téao
antigo quanto espécie humana, assim, esse
conhecimento representa, muitas vezes, um
recurso terapéutico para muitas
comunidades e grupos étnicos e que nao
dispdbem de acesso a outros tratamentos
convencionais e disponiveis. Neste contexto,
inclui-se Senna spectabilis e Rosmarinus
officinalis.

Senna  spectabilis  (sin  Cassia
spectabilis) (DC) Irwin et Barn
(Leguminosae), ¢é uma planta decidua,
heli6fita, xerdéfita seletiva e nativa das
Américas Central e do Sul, sendo encontrada
principalmente nos cerrados e caatinga do
Nordeste do Brasi. E uma arvore de
crescimento rapido atingindo de 6 a 9 metros
de altura e 30-40 cm de diametro,
apresentando uma orla de densas folhas
com dossel simétrico. As folhas sao
compostas e pinadas, com 10-20 pares de
foliolos de 2-4 cm de comprimento, de
formato oblongo e simetria alternada. Sua
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madeira €& considerada moderadamente
pesada, mole e pouco compacta, com
durabilidade média se protegida da umidade.
De acordo com Viegas et al. (6), extratos
vegetais de S. spectabilis apresentam
atividade analgésica, antiinflamatéria e
inibitéria de superdxido. Sangetha et al. (7)
demonstraram a capacidade citotoxica de
extratos metandlicos da espécie em células
de Candida albicans e constataram que
extratos aquosos brutos de S. spectabilis
apresentaram efeito inibitério no crescimento
de Bacillus cereus.

Rosmarinus officinalis L., conhecida
popularmente como alecrim, € originaria da
Regidao Mediterranea e cultivada em quase
todos os paises de clima temperado de
Portugal a Australia. A planta possui porte
subarbustivo lenhoso, ereto e pouco
ramificado de até 1,5 m de altura. Folhas séo
lineares, coriaceas e muito aromaticas,
medindo 1,5 a 4 cm de comprimento por 1 a
3 mm de espessura. A planta e os extratos
de alecrim sao utlizados na industria
agroalimenticia por suas propriedades
antioxidantes e conservantes. Também ¢é
indicado para uso tdépico local, como
cicatrizante, antimicrobiana e estimulante do
couro cabeludo (8).

Os fungos sao seres eucariéticos com
parede celular, constituidos por quitina, pode
apresentar-se na forma leveduriforme e ou
filamentosa, podem causar doencas
superficiais, subcutaneas e ou sistémicas. As
infeccoes fungicas possuem relevancia
dentre as doencas de saude publica, por
vezes aumentando os casos de internagdes
e acometimentos nosocomiais,
consequentemente as taxas de mortalidade e
morbidade tém se elevado nos ultimos anos.
As doengas mais comuns sédo a candidiase e
aspergilose, em associagdo as infecgbes
pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) e a ocorréncia da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), muitas
doencas obtiveram um grande avante nos
dados epidemiolégicos (9).

Candida albicans é uma levedura que
pode estar presente em boca, regidao
urogenital e interdigitais. O género Candida
sp. € constituido por mais de 200 espécies,
sao patégenos de humanos e animais, as
principais espécies sado: C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C.
glabrata. Segundo Dardes (10), a principal
espécie € C. albicans, por apresentar maior
capacidade de causar enfermidades em



humanos; sao unicelulares, eucariéticos,
possuem morfologia ovoide, cilindrica e
alongada, aproximadamente 2 a 8 um de
largura e 3 a 14 um de comprimento (11).

A patogénese da Candida sp. €
facilitada por fatores inerentes a sua
capacidade de aderéncia as células do
hospedeiro, podendo acometer infecgdes em
pele e mucosas, trato digestivo, vagina e
cavidade oral (10,12). A candidiase bucal é
uma das causas infecciosas mais comuns
dentre os seres humanos, sendo descrita
como oportunista, a ocorréncia esta
relacionada com equilibrio das fungbes
imunes, decorrendo de forma associada
pacientes com doengas cronicas, sindrome
da imunodeficiéncia humana (13)

O objetivo do trabalho foi estudar a
atividade antifungica e avaliagdo do efeito
cinético de extratos vegetais de Rosmarinus
officinalis e Senna spectabilis frente a cepa
padrao de Candida albicans ATCC 10231.

METODOLOGIA

Material vegetal

Todo o material vegetal foi coletado
em abril de 2017 no periodo da manha.
Folhas de R. officinalis e S. spectabilis foram
coletadas no Horto  Medicinal da
Universidade Estadual de Maringd - PR.
Posteriormente as folhas foram secas em
estufa de ar circulante (Quimis®, modelo Q-
31) em uma temperatura de 40 °C e moido
em moinho de facas (Tecnal Marconi®,
modelo TE 048), utilizou-se malha com
didametro de 0,5 mm.

Preparo do extrato vegetal

A maceracao foi realizada
empregando folhas de R. officinalis e S.
spectabilis em uma propor¢cdo de 90-10%
(v/v) por 48h a uma temperatura ambiente 25
°C e protegido da luz. Os extratos foram
filtrados e concentrados em rotaevaporador
(modelo: IKA RV10 BASIC) em temperatura
de 40 °C, obtendo um residuo chamado de
extrato hidroalcodlico, este residuo foi
retirado com acetato de etila deixando em
temperatura ambiente e protegido de luz até
a completa evaporagdo do solvente.
Coletaram-se o0s extratos em frascos de
vidros e armazenados em freezer a -10 °C.

Cepa Padrao
A cepa de C. albicans ATCC 10231
Newprov® empregada neste estudo foi
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adquirida através da Universidade
Paranaense-Unipar. As cepas foram
reativadas em Caldo Sabouraud, repicadas
em Agar Sabouraud Dextrose 4% e
disponibilizadas para uso.

Microdiluicao em placa

O trabalho foi realizado em triplicata
utilizando o método de microdiluicdo em
microplaca contendo 96 pocgos, padronizado
por Franzblau (14) e adaptagdes segundo o
National Committee for Clinical Laboratory
Standart (NCCLS) (15). Os extratos
empregados neste estudo seguiram a
concentracdo 90-10% (V/V) em todos os
testes.

Para a realizagdo da técnica de
microdiluicdo pela metodologia do MABA
(Microplate Alamar Blue Assay) foi utilizada
placa estéril de 96 orificios. Nas colunas 1 e
12 em linhas de A a H foram adicionados 200
ML de agua destilada estéril, perfazendo a
necessidade de evitar provavel evaporacao
dos compostos a serem testados.

Os orificios presentes nas linhas de A
a D da coluna 11 receberam 200 uL de Caldo
Mueller-Hinton, os orificios correspondentes
de E a H da coluna 11 receberam 100 uL de
caldo  Mueller-Hinton. Os orificios
correspondentes da linha A de colunas de 2
a 10 receberam 150 pL de meio caldo
Mueller-Hinton e os de linha B a H referentes
a coluna 2 a 10, receberam 100 uL de caldo
Mueller-Hinton.

Foram entdo adicionados os extratos
diluidos a serem testados. Todos os extratos
foram diluidos para que estivessem na
concentracao inicial de 16.000 pg/mL. A linha
A e B da microplaca e colunas de 2 a 10,
procede-se nova diluicdo e todos os extratos
partiram da diluigdo de 4.000 pg/mL (linha A);
4.000 pg/mL (linha B); 2.000 pg/mL (linha C);
1.000 pg/mL (linha D); 500 pg/mL (linha E);
250 pg/mL (linha F); 125 pg/mL (linha G)
62,5 pg/mL (linha H).

Os orificios de coluna 2 a 10 da linha
A receberam 50 pL da diluicdo de 16.000 g
/ml. Os orificios de linhas B referentes as
colunas de 2 a 9 receberam 100 pL de
extrato e a coluna 10 a droga padrdo
(Anfotericina B 1mg/mL). Apdés a
homogeneizacdo da linha B, procede a
diluicdo de linha B a H de colunas de 2 a 10,
ao final desprezar volume de 100 pl.

Ao final foi adicionado a suspensao
de Candida sp. diluida 1:25 referente a
escala n.1 de MacFarland. Os orificios de



colunas de 2 a 10 e linhas de B a H
receberam volume de 100 pyL de suspensao
de leveduras, os orificios das linhas E a H
referentes a coluna 11 recebe 100 ul da
suspenséao de leveduras, com o intuito de ser
controle positivo para leveduras.

As placas entdo foram seladas com
filme de polietileno e incubadas em estufa de
crescimento aerdbio a temperatura de 37 °C,
por periodo de 24/48 horas de incubagao os
orificios A -11 e E -11; receberam 25 uL de
solugcdo reveladora de Alamar Blue na
proporcao 1:1 e solucdo de Tween 80 a 10%
para a cepa. As placas entdo foram
reincubadas por 24 horas a 37 °C. A
presenca de cor résea indica crescimento
microbiano e a presenga de coloragao azul,
indica auséncia de crescimento microbiano,
para as cores intermediarias as placas foram
reincubadas por mais 24 horas.

Avaliacao da Cinética de Crescimento

O estudo de interferéncia dos extratos
hidroalcoolicos de S. spectabilis e R.
officinalis sobre a cinética de morte
microbiana foi realizado através do método
de contagem de células microbianas viaveis
para fungos leveduriformes. A cultura de C.
albicans mantida em Agar Sabouraud
Dextrose 4% foi empregada para elaborar
suspens&o 10° UFC/mL.

Para a realizacdo do controle foi
adicionado em tubos de ensaio o volume de
4 mL de Caldo Sabouraud Dextrose estéril e
500 pL das suspensdes das leveduras (10°
UFC/mL). Os respectivos tubos foram
incubados a 35-37 °C por 24 horas, no
decorrer do  ensaio. Nos  tempos
determinados (zero, 30, 60, 90 e 120min),
uma aliquota de 10 uL das solugGes testes
foi inoculada sobre em placas de Agar
Sabouraud Dextrose para determinagédo da
contagem de colbnias. As placas inoculadas
foram incubadas a 35-37 °C durante 24
horas, sendo os testes realizados em
triplicata. O efeito cinético foi testado frente
aos extratos hidroalcodlicos de R. officinalis e
S. spectabilis.

Os testes foram realizados em
triplicata e como controle de droga foi
empregado solucdo de hipoclorito 1%.
Avaliou-se o efeito sobre a cinética,
separando 09 (nove) tubos de vidro estéreis,
devidamente identificados; cada tubo
recebeu o volume de 0,2mL de suspenséo
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fungica padronizada na escala n.0,5 de Mac
Farland (1,5x10° microrganismos/mL); 1,8 mL
de Caldo Sabouraud Dextrose e 2 mL do
extrato  hidroalcoolico, nas respectivas
concentragdes (4000, 2000, 1000, 500, 250,
125, 62,5 pg/mL) para cada planta; separou-
se o tubo de numero 8 para controle positivo
(crescimento) e o numero 09 como controle
de droga (hipoclorito de s6dio 1%). Os tubos
foram devidamente incubados a temperatura
de 37 °C em estufa nos tempos de zero, 30,
60, 90 e 120 minutos. Para cada tempo
cumprido, realizou-se a semeadura de 10uL
do conteddo do tubo em placas de Agar
Sabouraud-Dextrose, incubadas por 35-37
°C e realizada a contagem do crescimento.

Determinagoes antifungicas

A realizagdo foi observada em placa
de 96 Weels, configurando crescimento
positivo de leveduras em coluna de numero
11 onde foi adicionado nas linhas de A-D
50ul de Caldo Mueller Hinton e 50ul da
suspensao de C.albicans na escala n.0.5 de
Mac Farland, configurando o controle positivo
de crescimento. Para realizagdo do controle
de droga foram empregados os Weels de E-
H, os mesmos receberam 50pul da suspensao
de C. albicans na escala n.0.5 e 50ul da
solucéo de Anfotericina B 1m/mL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o presente estudo foi aplicada a
metodologia de microdiluicdo em placa, com
a finalidade de avaliagdo antifungica
empregando revelador crescimento Alamar
Blue Assay — MABA. Os testes realizados
foram avaliados em ftriplicata, destinando
maior padréo de confiabilidade. Os extratos
foram testados frente a cepa padréo de C.
albicans ATCC 10231.

De acordo com a Tabela 1, a fracédo
hidroalcodlica do extrato de S. spectabilis
apresentou efeito antifangico na
concentracdo de 500 pg/mL a CIM
correspondente. Por se tratar de uma fracao
hidroalcodlica resultados em concentragoes
maiores como 1000 e 2000 pg/mL, poderéo
ser testados em outras metodologias, com o
intuito de avaliar fracdes do extrato e
também a possibilidade de reducdo do CIM
apresentado neste estudo.
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Tabelal. Atividade antifungica frente a cepa Candida albicans ATCC 10231 empregando extrato
hidroalcoolico de Senna spectabilis.

Microrganismo Concentracao pg/mL Ccim*
Cepa padréo Candida albicans ATCC 10231 2000 Observado
1000 Observado
500 Observado
250 Nao Observado
125 Nao Observado
62,5 Nao Observado

Nao observado= crescimento normal; Observado= efeito inibitrio exercido pelo extrato; C+ crescimento normal frente
ao extrato; C- crescimento inibido quando exposto ao extrato.
*CIM — Concentragdo minima Inibitéria.

Para a Tabela 2, o efeito antifungico respectivos efeitos,destacamos ainda, a
na concentragdo de 250 pg/mL foi verificado capacidade de reprodutibilidade.
quando analisamos o extrato e seus

Tabela 2. Atividade antifungica frente a cepa Candida albicans ATCC 10231empregando extrato
hidroalcoolico de Rosmarinus officinalis.

Microrganismo Concentracao pg/mL CIM
Cepa padréo Candida albicans ATCC 10231 2000 Observado
1000 Observado
500 Observado
250 Observado
125 Nao Observado
62,5 Nao Observado

Nao observado = crescimento normal; Observado = efeito inibitério exercido pelo extrato; C+ crescimento
normal frente ao extrato; C- crescimento inibido quando exposto ao extrato.

Para as determinagbes antifungicas empregando um  extrato  bruto, as
onde o agente extrator foi mistura concentracées foram muito acima do
hidroalcodlica, ndo foi possivel observar toleravel e do aceitavel para considerar como
CIMs que pudessem destacar efeitos promissor (Tabelas 3 e 4).
consideraveis, tendo visto mesmo

Tabela 3. Estudo cinético e antifungico frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231 empregando extrato
hidroalcoolico de Senna spectabilis.

Tempo de Exposicao Con:g/nr:‘rf cao Resultados

4000 2000 1000 500 250 125 62,5
Zero + + + + + + +
30 - - + + + + +
60 - - - + + + +
90 - - - + + + +
120 - - - - + + +

e Aplaca controle apresentou média de 40 UFC/mL
¢« O Sinal (-) negativo = denota redugé@o da populacdo de células viaveis; sinal (+) positivo denota crescimento
normal, os escores foram referenciados conforme amostra padréo.
S. spectabilis apresentou atividade frente a cepa de C. albicans ATCC 10231, destaca-se os tempos de 60,90 e 120
minutos de exposigao, configurando a necessidade de tempo e contato para ocorréncia do efeito.
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Tabela 4. Estudo cinético e antifingico frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231 empregando extrato

hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis.

Tempo de Exposicao Cons;z;r: ¢ao Resultados

4000 2000 1000 500 250 125 62,5
Zero + + + + + +
30 - - - + + +
60 - - - - + + +
90 - - - - + + +
120 - - - - + + +

O Sinal (-) negativo = denota redugdo da populagdo de
escores foram referenciados conforme amostra padréo.

DISCUSSAO

Segundo Nascimento et al. (16), o
uso de plantas para curar doencas
infecciosas tem sido  extensivamente
aplicada pelas pessoas.Informagdes da
literatura e os seus resultados revelam
grande potencial das plantas para
tratamentos terapéuticos, apesar do fato que

elas nao tenham sido completamente
estudadas, outros estudos deverao ser
conduzidos.

Em estudo realizado por Oliveira et al.
(17) e Oliveira (18), observou que existe
efeito direto na determinacdo de atividade
cinética quando se emprega Oleos
essenciais, 0 que acentuaa morte microbiana
quando o tempo de exposicdo se torna
maior. Para Freire et al. (3), o efeito do 6leo
essencial de R. officinalis, apresentou efeito
antifungico frente a cepas de C. albicans, o
efeito antifunigico foi melhor observado de
acordo com o tempo de exposicdo. Estudo
realizado por Lima et al. (19) identificou
atividade antifungica do 6leo essencial de R.
officinalis, empregando a técnica de difusdo
em agar. Cavalcanti et al. (13) realizaram
avaliacao do 6leo essencial de R. officinalis
frente a cepa de C. albicans e C. tropicalis,
no estudo foi observado crescimento quando
expostas a concentragdo 0,5625 mg/mL. De
acordo com Hussain et al. (20), o dleo
essencial de alecrim possui boa atividade
antimicrobiana com halo de inibicdo, sendo
comparado ao controle ciprofloxacino,
atribuindo a atividade ao composto
majoritario 1,8-cineol, a presenca de a-
pineno, canfora, verbenona e borneol.

Segundo Sikkema (21), R. officinalis
possui terpenos em grande quantidade,
metabdlito secunddrio com caracteristicas
lipofilicas que interfere nas estruturas de
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células viaveis; sinal (+) positivo denota crescimento normal, os

membrana, causando sua expansao,
aumento de fluidez ou desordem da estrutura
da mesma, além de inibicdo de enzimas ali
embebidas. astro et al. (22) verificaram a
susceptibilidade de C. albicans e C. tropicalis
frente ao 6leo de R. officinalis, todas as
cepas mostraram-se sensiveis; extratos de
R. officinalis também foram eficientes frente
a cepa de C. albicans.

Estudo realizado por Costa et al. (23)
avalioua atividade antimicrobiana dos
extratos hidroalcéolicos de R. officinalis e
folhas de S. spectabilis. Relataram que o0s
extratos possuem atividade frente a C.
albicans na concentra¢do de 250 pg/mL para
ambos os extratos. A diferenga de atividade
antimicrobiana entre as mesmas espécies
vegetais pode ser explicada devido a alguns
fatores relacionados ao cultivo, como tipo de
solo, luz e umidade ou época da colheita,
que podem interferir na composi¢cdo quimica
da planta (24).

De acordo com Nascimento et al.
(16), a atividade antifungica de extratos
vegetais de R. officinalis , utilizando extratos
hidroalcodlico e cepas de C. albicans, em
testes realizados em meio garagar e extrato
de R. officinalis incorporados, foi possivel
determinar atividade inibitoria de
crescimento, levando em consideracdo a
presenca de halos menores que 60mm de
diametro.

CONCLUSOES

Os extratos de S. spectabilis e R. officinalis
apresentaram atividade frente a C. albicans
nas concentragcbes de 500 e 250 pg/mL,
respectivamente. O estudo cinético revelou
que ao se colocar os extratos em contato
com a C. albicans h& efeito proporcional ao
tempo de exposicdo, com destaque para a
observagao no tempo inicial 30 minutos.
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