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RESUMO: O lupulo (Humulus lupulus) é uma planta da familia Cannabinaceae, cujas
inflorescéncias sdo amplamente usadas para preservar cervejas e sdo responsaveis pelo aroma
e sabor caracteristicos da bebida. Além disso ja € amplamente utilizada como fitoterapico em
medicina tradicional no tratamento da ansiedade, ins6nia, perda de peso e no controle de
desconfortos menstruais. Sua atividade antibidtica também é relatada, porém com resultados
contraditorios. O presente estudo avaliou a capacidade inibitéria do extrato de H. lupulus sobre
diferentes espécies de Candida em testes padronizados. O extrato do H. lupulus foi obtido via
extragdo hidro-alcodlica, e a influéncia deste sobre o crescimento do fungo foi avaliada via
experimentos de concentragao inibitéria minima (CIM), bem como teste de sensibilidade em
placa e teste de sensibilidade utilizando disco de difusdo. Além disso, foi realizado teste de
sinergismo entre o extrato e combinag¢des de antibiéticos como cetoconazol e cotrimoxazol.
Diante dos testes realizados, se obteve como resultado que o IUpulo nao inibe o crescimento
de espécies de Candida, além disso, apresenta efeito antagonista sobre o cetoconazol que
€ indicado para o tratamento de certas infec¢des graves causadas por fungos. Também néo
apresentou efeito sinérgico ou antagénico para cotrimaxazol.

Palavras chave: Candida, Lupulo, Fitoterapia

ABSTRACT: Evaluation of antibiotic activity of hops (Humulus lupulus) extract on different
species of Candida. Hop (Humulus lupulus) is a plant from the Cannabinaceae family, which
inflorescences are widely used to preserve beers and are responsible for the characteristic flavor
and smell of the beverage. It is also used as an herbal remedy to treat anxiety, insomnia, loss
of weight or in the control of menstrual discomforts. Its antibiotic activity is also reported, but
with controversial results. The present study evaluated the inhibitory capability of hops extract
on Candida species in standardized tests. The hops extract was obtained by hidro-alcoholic
extraction and the influence on the fungus growing was evaluated by experiments of minimum
inhibitory concentration (MIC), as well as with sensibility on plate test and disc diffusion method.
Moreover, we performed a synergism test between the hops extract and antifungal drugs such
as cetoconazol and cotrimoxazol. In face of results, we conclude that hops cannot constrain the
growing of Candida species, and besides that, it presents an antagonist effect on cetoconazol,
which is used to treat severe fungal infections. It also did not present any synergic or antagonist
effect on cotrimaxazol.
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INTRODUGAO

O lupulo é uma planta da familia
Cannabinaceae, consistindo em trés espécies
Humulus lupulus, H. japonicus e H. yunnanensis
(Small 1978; Royle 1992). As inflorescéncias sao
amplamente usadas para preservar cervejas e sao
responsaveis pelo aroma e sabor caracteristicos
da bebida. Além do seu uso no preparo da cerveja,
preparagdes a base de lupulo sdo comercializadas,
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principalmente em segmentos comerciais de
alimentacao saudavel, visando o combate da
obesidade, ansiedade e ins6nia. Em concordancia
com o crescente interesse em se avaliar os
beneficios de plantas reconhecidas como medicinais
por tradigdes e costumes, o lupulo tem sido bastante
estudado principalmente como ansiolitico e sedativo,
porém com resultados contraditérios (Zanoli et al.
2007; Sumiyoshi e Kimura 2013).

© 2019 Revista Brasileira de Plantas Medicinais/Brazilian Journal of Medicinal Plants.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Revista Brasileira de Plantas Medicinais (2019) 21:109-115.



http://orcid.org/0000-0002-8349-6018
http://orcid.org/0000-0001-9281-4535
http://orcid.org/0000-0003-3181-4130
http://orcid.org/0000-0001-7982-9855
mailto:larissasena@hotmail.com
http://dx.doi.org/10.1590/1983-084X/20_02_019

Uma possivel atividade estrogénica do
extrato de lupulo também foi avaliada, incluindo
um potencial quimioterapico ou quimioprofilaxia
contra o cancer. Nestes estudos, atencao especial
foi dada para os compostos 8-prenilnaringenina,
que esta entre os mais potentes fitoestroégenos ja
conhecidos e o xanthohumol, que apresentou uma
ampla capacidade inibitoria de tumores de varias
origens (Gerhauser 2005a; Saugspier et al. 2012).
Além disso, a atividade estrogénica da planta
também vem sendo estudada como ferramenta de
alivio de sintomas da menopausa (Chadwick et al.
2006; Keller et al. 2013; Aghamiri et al. 2016).

A atividade antimicrobiana do Idpulo é
reconhecida desde 1888, e a maioria dos estudos
envolvendo a capacidade antimicrobiana dos
compostos presentes no lupulo avaliam este
papel sobre bactérias que prejudicam a produgao
da cerveja, sem grande foco em bactérias de
interesse médico. Por exemplo, € bem conhecido
0 papel dos iso-a-acidos isolados da planta em
inibir cepas de Pediococcus e Lactobacillus, que
sdo responsaveis pela maioria dos casos de
degradagéo de lotes de cerveja. Conforme revisado
por Gerhauser (20053, b), o xanthohumol apresenta
um amplo espectro de atividade inibitéria sobre
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans), virus (citomegalovirus,
herpes simplex, virus da imunodeficiéncia humana
— HIV tipo 1 e 2), fungos (Trichophyton spp.) € o
protozoario causador da malaria (Plasmodium
falciparum). Acredita-se que a atividade dos acidos
amargos (a-acidos e 3-acidos) presentes no extrato
de lupulo sejam responsaveis pelo rompimento
da membrana de bactérias Gram positivas, como
Micrococcus, Staphylococcus, Mycobacterium
e Streptomycetos (Teuber e Schmalreck 1973;
Gerhauser 2005b; Bocquet, Sahpaz e Riviére 2018;
Nionelli et al. 2018).

Estudos antigos demonstraram
capacidade inibidora de componentes presentes
no lupulo sobre o fungo Candida albicans porém
0 mecanismo responsavel por esta inibigao
permanece em investigacdo (Mizobuchi e Sato
1985). Representantes do género Candida séo
classificados como microrganismo oportunistas.
A espécie mais encontrada em isolados clinicos
é a Candida albicans conforme comprovado por
estudos, sendo responsavel por cerca de 80% das
vulvovaginites, e € o principal patégeno responsavel
pela maioria das infec¢gdes nosocomiais (Nowack et
al. 2009; Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik e Kozik
2009), embora outras espécies tém sua importancia
cada vez maior como a C. glabrata, C. krusei e C.
parapsilosis (Sa et al. 2014).
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A infeccado por Candida é mais comum
entre pacientes que passam longos periodos
internados, como pacientes em que ha necessidade
do uso diario de cateteres, sondas, ou algum tipo
de tratamento via parenteral (Oliveira et al. 2001).
Segundo Costa (2009), 61% dos pacientes que usam
cateter apresentaram infecgéo por C. albicans. A
infeccao é especialmente preocupante em pacientes
imunossuprimidos, seja pelo uso de drogas com este
efeito ou pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV).

Para o tratamento de candidiase as
principais classes de medicamentos utilizados
sdo os azois (triazdis), os poliénicos (anfotericina
B), e as equinocadinas (anidulafungina) (Demitto
et al. 2012). Antifungicos como cetoconazol,
miconazol, fluconazol e itraconazol se sobressaem
no tratamento da candidiase por possuirem alta
atividade antifungica. Porém estudos recentes
mostram o aparecimento de cepas de C. albicans
resistentes ao itraconazol (Taira e Chang 2011;
Pedroso e Barbosa 2009).

Diante do surgimento de leveduras
resistentes, os extratos vegetais com atividade
antimicrobiana surgem como uma alternativa para o
tratamento de infec¢des fungicas oportunistas, como
a candidiase (Mardegan et al. 2006). A atividade
antifungica sobre C. albicans também foi observada
nos 6leos essenciais extraidos do manjericao,
palmaros e tomilho (Almeida et al. 2012). O presente
projeto visa avaliar a atividade antifungica do lupulo
sobre espécies de Candida albicans de forma a
descrever a possibilidade de desenvolvimento de
um novo fitoterapico para o controle da infecgéo.

METODOLOGIA

Desenho

Foi realizado um estudo de abordagem
indutiva, quali-quantitativo, com procedimento
comparativo estatistico e técnica de documentagao
direta em laboratdrio.

Obtencao dos extratos de H. lupulus

Foram obtidos pellets de H. lupulus
disponiveis comercialmente. Estes pellets sao
preparados pela prensagem das inflorescéncias
do lupulo e utilizados no preparo de cervejas. Os
pellets de H. lupulus foram maceradas, e apos
esse processo, armazenados em frasco ambar
contendo metanol sob refrigeragéo, durante sete
dias. Posteriormente, essa amostra foi filtrada e
colocada em um agitador magnético com termostato
para a evaporacgao do solvente. O extrato resultante
foi armazenado em um frasco ambar ao abrigo da
luz, a 4 °C.
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Cultivo e manutengao do fungo

As espécies C. albicans (ATCC 14053), C.
tropicalis (ATCC 96745) e C. parapsilosis (ATCC
22019) foram cultivadas em meio Agar Saboraud
Dextrose (Peptona 10 g/l; Dextrose 40 g/I; Agar 15
g/l) meio recomendado para o cultivo de leveduras
e fungos em geral. Apds a solidificagao do meio, os
fungos foram mantidos em estufa a 36 °C por sete
dias, e entdo submetidos a experimentacéo.

Teste de Sensibilidade em placas

Para o teste de sensibilidade, células
leveduriformes das diferentes espécies de Candida
com sete dias de crescimento em agar Saboraud
Dextrose, foram colocadas em meio Nutriente
solido (Extrato de Bife 1 g/l; Extrato de Levedura
2 g/l; Peptona 5 g/l; Cloreto de Sodio 5 g/l; Agar
15 g/l) suplementado com extrato de H. lupulus
em diferentes concentragbes. A concentragao de
células utilizada foi 10° UFC. Placas de controle
com drogas conhecidas foram incluidas. As placas
foram incubadas por sete dias a 36 °C antes de
serem fotografadas.

Teste de sensibilidade por disco de
difusao

A potencial atividade microbioldgica do
extrato de H. lupulus foi verificada utilizando-se
discos de difusdo em Nutriente solido. Discos
de papel estéreis (didmetro de 6 mm), foram
embebidos previamente no extrato, em diferentes
concentragdes. Posteriormente, foram inoculados
1,5x108 células/ml de Candida sp. em placas de
meio Nutriente sdélido, e em seguida, os discos
foram retirados dos tubos com uma pinga estéril,
e colocados sobre as placas contendo o0 meio. As
placas foram incubadas em estufa, a 36 °C, por 7
dias. O numero de células inoculado no experimento
foi contado através de camara de Neubauer. Depois
de crescidas néo foi realizada nova contagem, uma
vez que o teste é qualitativo e se resume na medig¢ao
do halo de inibicao.

Teste de sinergismo

Uma potencial atividade sinérgica do
extrato de H. lupulus com antifingicos cetoconazol
e cotrimaxol foi avaliada utilizando discos de papel
estéreis (didmetro de 6 mm) embebidos previamente
no extrato, em diferentes concentragdes.
Posteriormente, foram inoculados 1,5x10° células/

TABELA 1. Obtencao de extrato de Humulus lupulus
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ml de Candida sp. em placas de agar nutriente
acrescido de cetoconazol e cotrimaxol. Em seguida,
os discos foram retirados dos tubos com uma pinga
estéril, e colocados sobre as placas contendo o
meio. As placas foram incubadas em estufa, a 36
°C, por 7 dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencgao de extrato de H. lupulus

A partir da maceracao da inflorescéncia
de H. lupulus simultaneamente com metal, e
posteriormente filtrado, obtivemos o rendimento
do extrato pela rotaevaporagao, calculando-se a
porcentagem de rendimento bruto. Como mostra
na tabela 1.

Desse modo, utilizando 71,93 g da amostra
de H. lupulus diluidos em 800 ml de solvente
metandlico e posteriormente rotoevaporado para
eliminar o solvente, se obteve um total de 34,2 g
de extrato. O percentual de rendimento do extrato
metandlico foi de 47,5%. O percentual de rendimento
da extracédo com o uso de metanol foi maior quando
comparado com os demais solventes. Em estudo
utilizando o etanol como solvente, Tabata et al.
(1997) obteve rendimento que variou entre 4,5% e
12,9%. No estudo de Zhao et al. (2003) o extrato de
lUpulo apresentou um rendimento de 13,1% sendo
obtido com acetato de etila.

Conforme descrito por Mizobuchi e Sato
(1984) o extrato metandlico de lupulo contém
lupulonas e humulonas como constituintes principais.
O papel antifungico sobre C. albicans destas
substancias esta sendo avaliado no presente estudo.

Atividade antifungica do extrato de
lapulo.

A capacidade de diferentes concentragdes
do extrato de H. lupulus em inibir o crescimento do
fungo foi analisada por diferentes métodos. Apds
cultivo a 37 °C por 7 dias as colbnias crescidas foram
contadas pela densidade o6ptica do caldo de cultura
observado em espectrofotdbmetro, e os resultados
encontrados com o experimento utilizando Candida
albicans podem ser observados na Figura 1. Os
demais fungos testados apresentaram resultados
semelhantes. Nao houve inibicdo do crescimento
do fungo pelas diferentes concentra¢des do extrato
de H. lupulus (variagdo de 13 x 10° a 13,2 x 10°
células), em comparagao ao controle (cerca de 13,2
x10° células).

Espécie Extrato

Massa (g)

EM (g) Rendimento (%)

H. lupulus Inflorescéncia

71,93 g

34239 47,5%

*EM: Extrato metandlico
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FIGURA 1. Crescimento de Candida albicans em caldo nutriente na presenca das concentragdes testadas 97,5

ppm, 195 ppm, e 390 ppm de extrato de Humulus lupulus.

FIGURA 2.Teste de senS|b|I|dade em placas. Crescnmento de Candida alb/cans em meio agar nutriente
suplementado com extrato metandlico de inflorescéncia de Humulus lupulus nas concentragdes de 97,5 ppm,

195 ppm, e 390 ppm respectivamente.

O teste de sensibilidade em placa é um teste
qualitativo onde é possivel observar o crescimento
das col6nias de maneira semelhante tanto na placa
controle quanto naquelas tratadas com diferentes
concentragdes do extrato de lUpulo. Portanto nao foi
observada capacidade inibitéria sobre o crescimento
do fungo C. albicans pelo extrato de H. lupulus.

Em seguida, foram inoculadas 10° células do
fungo em placa Agar Nutriente sdlido. Discos de papel
estéreis foram imersos no extrato metandlico de H.
lupulus em diferentes concentragdes e adicionados
ao meio de cultura, para testar a atividade inibitéria
do extrato sobre o fungo. Conforme observado na
Figura 3, os resultados deste teste corroboram com
os testes de sensibilidade em placa, comprovando
que nao ha atividade inibitéria do extrato metandlico
de H. lupulus.

Mizobuchi e Sato (1985) relatou
forte atividade antifungica da substancia
3-isopentenilflorisovalerofenone isolada do extrato

FIGURA 3. Teste feito com discos de difusao, imerso
em extrato metandlico da inflorescéncia de Humulus
lupulus nas concentra¢des de 97,5 ppm, 195 ppm,
390 ppm sobre Candida albicans.

de lupulo, comparada inclusive a atividade de
griseofulvina contra Trichophyton spp. e bastante
potente contra Candida e Mucor. O presente estudo,
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contrariamente nao pode detectar atividade contra
C. albicans. Uma explicagdo poderia ser uma
alteragéo na estrutura do grupo acil- da molécula
provocada pelo método de extragéo, desde que os
autores relatam a importancia desta estrutura na
atividade antifungica que encontraram (Mizobuchi e
Sato 1985). No presente estudo, por se tratar de uma
triagem preliminar, n&o foi realizado o isolamento de
moléculas do extrato. Os testes feitos com moléculas
isoladas, geralmente apresentam resultados mais
promissores do que aqueles feitos com extrato bruto.

A maioria dos estudos avalia a atividade
do lupulo contra contaminantes de alimentos,
principalmente bactérias, em amostras de pao ou
cerveja. Nestes artigos, € notdria a atividade do
lUpulo contra a bactéria gram-positiva Lactobacillus,
Enterococcus e Pediococcus. A atividade contra
hifas contaminantes também é avaliada com
importante atividade contra Penicillium e Aspergillus
(Nionelli et al. 2018).

Sinergismo do extrato de lupulo com
antifungicos

O extrato de H. lupulus também foi avaliado
em combinagdo com antifungicos amplamente
empregados na terapia contra espécies de Candida,
cetoconazol e cotrimaxol, para avaliar um potencial
efeito sinérgico. Conforme ilustrado na figura 4
ndo ha aumento da atividade inibitéria das drogas
utilizadas. Além disso foi possivel notar um efeito
antagonista do extrato de H. lupulus sobre o
cetaconazol quando comparado ao controle.
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Também foi testado o cotrimaxol, porém o lupulo
nao apresentou efeito sinérgico e nem antagénico.

Alguns estudos apresentaram efeito
sinérgico do extrato de plantas e o antifungico
cotrimaxazol. O estudo de Almeida-Carlos (2016)
revelou que associagdes dos extratos metandlicos
de Punica granatum (roma), Psidium guajava
(goiaba) e Anacardium occidentale (caju) com
antibiéticos padronizados, incluindo o cotrimaxazol,
apresentaram uma potencializagao do efeito
antimicrobiano frente a bactérias Gram positivas,
sugerindo efeito de sinergismo entre os mesmos,
mas necessitando de confirmagdo em estudos
complementares. Porém, o mesmo estudo nao
encontrou este efeito com bactérias Gram negativas
ou fungos.

Um segundo estudo encontrou efeito
sinérgico do 6leo essencial de Cymbopogon citratus
(Capim limao) sobre atividade de cotrimaxazol frente
a S. aureus. Porém no presente estudo nao foi
observado efeito sinérgico do extrato de lupulo em
nenhuma das concentragbes testadas (97,5 ppm;
195 ppm; 390 ppm) com o cotrimaxazol.

CONCLUSAO

Desde que o lupulo é usado como
estabilizante microbioldgico da cerveja em produgéo,
impedindo o crescimento de microrganismos
contaminantes, é valido avaliar sua atividade
contra microrganismos que oferecem risco a saude.
Os estudos da atividade antifungica do lupulo

FIGURA 4. Teste de sinergismo com extrato metandlico e inflorescéncia de Humulus Lupulus utilizando
cetoconazol e cotrimaxol. Onde (A) antifungico cetanonazol na presenga de diferentes concentragcdes de
extrato metandlico de lupulo (97,5 ppm; 195 ppm; 390 ppm). Em (B) cotrimaxazol na presencga de diferentes
concentragdes de extrato metandlico de lupulo (97,5 ppm; 195 ppm; 390 ppm).
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sao limitados a poucas espécies patogénicas de
Trichophyton sp., Mucor rouxianus, e Fusarium
oxysporum (Bocquet et al. 2018). A literatura
relata resultados conflitantes sobre a atividade
do lupulo contra Candida sp. No presente estudo
néo foi possivel observar inibicdo do extrato
metandlico de H. lupulus sobre os fungos do género
Candida testados em trés metodologias diferentes
impactando no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos com este fim. A atividade da planta
sobre outros microrganismos sera avaliada e
relatada futuramente.

Financiamento: Funadesp/UniEvangélica
2017/2018.
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