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RESUMO: A comprovagéao da agao inibitéria sobre leveduras do género Candida por substancias
que apresentem baixas ou nenhuma toxicidade ao ser humano, principalmente as extraidas de
plantas ja utilizadas na medicina popular, tém sido a intengdo de muitas pesquisas, inclusive
essa, cujo objetivo foi determinar a atividade inibitéria in vitro de extratos de Arrabidaea
chica sobre C. albicans e quantificar o nUumero de componentes presentes nos extratos. A
concentragao inibitéria minima (CIM) de extratos aquoso e hidroalcodlico, autoclavados e
filtrados, foi determinada por diluicdo em agar, sobre vinte e cinco cepas de C. albicans e a
separagao dos componenetes dos extratos (mistura sélido-liquido) realizada por cromatografia
em camada delgada (CCD). Tanto o extrato hidroalcodlico autoclavado quanto o filtrado inibiram
todas as cepas de C. albicans na concentragao de 20%. O extrato aquoso autoclavado inibiu
84% das cepas na concentragdo de 30% enquanto o filtrado ndo apresentou efeito inibitorio
até a concentragéo de 50%. A CCD do extrato hidroalcodlico autoclavado evidenciou a
presenca de sete componentes € 0 aquoso autoclavado, dois. Os extratos, hidroalcodlico e
aquoso, apresentaram atividade inibitéria sobre C. albicans, entretanto o extrato hidroalcodlico
apresentou desempenho superior € maior numero de componentes.

Palavras-chave: Fitoterapia. Candida albicans. Arrabidaea chica. Plantas medicinais.

ABSTRACT: In vitro effects of Arrabidaea chica on Candida albicans. Evidence of the
inhibitory action on Candida yeasts by substances that present low or none toxicity to humans,
especially substances extracted from plants already used in popular medicine, has been the
intention of many researches. The objective of the present work was to determine the in vitro
inhibitory activity of extracts of Arrabidaea chica on C. albicans and quantify the number of
components present in the extracts. The minimum inhibitory concentration (MIC) of aqueous and
hydroalcoholic extracts, autoclaved and filtered, was determined by agar dilution on twenty-five
strains of C. albicans and the separation of extract components (solid-aqueous mixing), by thin
layer chromatography (TLC). Both the autoclaved hydroalcoholic extract and the filtrated one
inhibited all C. albicans strains, in the concentration of 20%. The autoclaved aqueous extract
inhibited 84% of the strains at the concentration of 30% while the filtrated didn’t showed inhibitory
effect up to a concentration of 50%. The TLC of the autoclaved hydroalcoholic extract evidenced
the presence of seven components and the autoclaved aqueous one, two. The hydroalcoholic
and aqueous extracts of A. chica presented inhibitory activity on C. albicans, however the
hydroalcoholic extract showed superior performance and greater number of components.
Key words: Phytoterapy. Candida albicans. Arrabidaea chica. Medicinal plants.

INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores biodi-
versidades do mundo, entretanto, este patriménio
genético e o seu potencial medicinal sdo pouco
conhecidos. O conhecimento tradicional das popu-
lagdes locais é fundamental para o reconhecimento
do potencial da planta medicinal, paradoxalmente
a esta ideologia, o uso indevido de ervas pode
acarretar sérios danos a saude do consumidor
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(Shanley e Luz 2003; Fiaschi e Pirani 2009). Por-
tanto, a necessidade de se conhecer o tipo € a ma-
neira correta de administra-las adquire importancia
cada vez maior.

A espécie Arrabidaea chica (Bonpl.) Verl.,
Bignoniaceae, é uma planta nativa da floresta
Amazdnica, popularmente conhecida como “craji-
ru” e cuja infusdo e decocgado das folhas sao uti-
lizadas para tratar doengas como Ulcera gastrica,
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inflamagodes, infecgdes, anemia, ictericia, herpes
entre outras. Também é usada como corante natu-
ral (Mafioleti et al. 2013).

Ha relatos de seu efeito antianémico, an-
tihemorragico, anti-leishimaniose, estimulador da
sintese de colageno e do crescimento de fibroblas-
to. Sdo também usadas para cdlica intestinal, di-
senteria, piodermites e corrimento vaginal (Jorge
et al. 2008; Aro et al. 2013; Rodrigues et al. 2014).

De extratos aquosos e hidroalcodlicos de
A. chica foram isoladas substancias como saponi-
nas, taninos e flavonoides, entre eles a luteolina
que possui capacidade de sequestrar radicais li-
vres (Taffarello 2013; Paula et al. 2014) e as aglico-
nas carajurina e carajurona (Zorn et al. 2001; Taffa-
rello et al. 2013; Rodrigues et al. 2014).

Além de possuir composicao que indique
potencial antifingico (taninos, flavonoides e sapo-
ninas), extratos de A. chica tém demonstrado baixa
toxicidade (Rodrigues et al. 2014).

Leveduras do género Candida fazem par-
te da microbiota normal do homem e sao agentes
causais de processos cutaneos e sistémicos que,
na maioria das vezes, dependem de fatores pre-
disponentes do hospedeiro como endocrinopatias,
desnutrigdo, senilidade, gravidez, nascimentos
prematuros, cancer, Imunodeficiéncias, uso indis-
criminado de antibidticos e imunossupressores,
ou ainda de fatores locais como umidade ou
maceragao constante da pele e mucosa. C. albi-
cans tem potencial patogénico bastante conheci-
do, é sensivel a todas as drogas antifungicas de
uso sistémico, mas casos de resisténcia adquirida
a azolicos sao conhecidos em pacientes que foram
expostos prolongadamente a estes medicamentos
(Giannini e Shetty 2011; Sheikh et al. 2013; Berkow
e Lockhart 2017).

Diante da prevaléncia desta patologia e
da possibilidade de viabilizar outras formas de tra-
tamento, partindo de dados disponiveis na litera-
tura sobre A. chica e sua aplicagdo popular para
tratamento de inflamac&o e infec¢éo bucal e gine-
colégica das mulheres amazonicas, este trabalho
teve por finalidade determinar a atividade inibitéria
in vitro de extratos de A. chica sobre C. albicans
e quantificar o numero de componentes presentes
nos extratos.

MATERIAL E METODOS

Folhas verdes de A. chica foram coletadas
no campo experimental da Unidade de Plantas Me-
dicinais da Casa de Saude Santa Marcelina (Porto
Velho, Brasil, latitude 8° 47’ 35.85” S e longitude
63° 44’ 06.98” W), em junho (estagdo de seca)
pela manha (exsicata depositada no herbario Dr.
Ary Tupinamba Penna Pinheiro da Faculdade Sao
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Lucas, Porto Velho, Brasil: A. chica, nome vulgar
crajirt - n° de registro no herbario: 5159).

As folhas foram higienizadas (agua pota-
vel), secas (21 °C por 24 h e depois a 40 °C) até
a completa desidratagdo (mudanga de cor para
vermelho-escuro), rasuradas, moidas (liquidifica-
dor industrial Metvisa LP-L.1,5, Metalurgica VISA,
Brusque) e passadas por peneira de ago inoxidavel
(malha 80).

O extrato hidroalcodlico foi obtido por per-
colagao (percolador Permution, Curitiba), concen-
trado sob vacuo e temperatura de 41 °C em eva-
porador rotativo (QUIMIS, Curitiba) e o ajuste do
volume realizado em banho-maria (Hipperquimica,
Sao Caetano do Sul) com temperatura de 40 °C,
obtendo-se assim um extrato com concentragao de
1:1.

Para obtencdo do extrato aquoso, 300 g
em po6 de A. chica e 300 ml de agua fervente foram
colocados em um percolador (Permution, Curitiba)
onde permaneceram em macerag¢ao por trés ho-
ras. Apos este periodo, ao macerado foram acres-
centados 600 ml de agua fervente e a torneira do
percolador aberta em velocidade moderada (apro-
ximadamente 20 gotas/min). Iniciou-se por gravi-
dade o processo de extragdo até o esgotamento,
obtendo-se o volume final de 300 ml .

A cromatografia em camada delgada foi
realizada no laboratério de fitoquimica da Facul-
dade Sé&o Lucas (Porto Velho). Pequenas gotas
dos extratos autoclavados hidroalcodlico e aquoso
foram aplicadas em um ponto préximo ao extre-
mo inferior de uma placa de vidro cromatografica
(5 x 20 cm) coberta com camada fina de silica gel
(60G-254, 5-40 um) (fase estacionaria). Depois de
seca (a temperatura ambiente), a placa foi coloca-
da em um recipiente contendo uma mistura de clo-
roférmio: metanol, na proporgéao de 95:5, v/v (fase
movel), solvente de média polaridade. Depois de
corrida a placa cromatografica, as manchas foram
reveladas em camara de iodo.

A concentragéo inibitéria dos extratos hi-
droalcodlico e aquoso foi determinada utilizando-
-se 0 método de diluicdo em agar. Foram prepara-
das, em duplicata, séries de placas contendo agar
Sabouraud e extratos, autoclavados ou filtrados
em membrana de éster celulose de 0,45 pm (Milli-
pore, Sao Paulo), em concentragdes de 500, 400,
300, 200, 100, 50, 25, 10, 5 € 2,5 mg/ml. Para con-
trole do crescimento dos microrganismos (controle
positivo), foram preparadas placas contendo agar
Sabouraud sem adigédo dos extratos e para inibigéo
(controle negativo), agar Sabouraud adicionado
com 2 ug/ml de anfotericina B.

Foram testadas vinte e quatro cepas de
C. albicans, isoladas da cavidade bucal em ex-
perimentos anteriores e mantidas na colegcao de
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culturas do Laboratério de Microbiologia da Uni-
versidade de Taubaté (CCUT) e uma cepa padréao
(ATCC 18804) adquirida da American Type Culture
Collection.

As cepas foram reativadas em agar Sa-
bouraud e incubadas por 24 h a 37 °C. Apods o pe-
riodo de incubagéao, para cada cepa foi preparada
uma suspenséo em 10 ml de solugao salina (NaCl
0,9 %) esterilizada contendo 10¢ células por ml
(contagem em camara de Newbauer).

Cem microlitros de cada suspenséao foram
transferidos para os orificios de um replicador de
Steers e, com o auxilio do mesmo, semeados em
placas de Petri contendo os meios previamente
preparados, adicionados dos extratos e controles.
Depois de incubados a 37 °C por 24 h, a leitura
foi realizada pela observagédo da presenca ou au-
séncia de crescimento de colbnias na superficie do
agar.

Os dados experimentais foram ordenados
para estudo estatistico descritivo, empregando
analise de frequéncia absoluta, acumulada e per-
centual acumulado.

RESULTADOS

Todas as cepas de C. albicans testadas
cresceram no controle positivo e foram inibidas no
controle negativo.

A concentragao inibitéria minima (CIM) do
extrato hidroalcodlico tanto o filtrado quanto o sub-
metido a esterilizagdo pelo calor umido (autoclave),
sobre as cepas de C. albicans foi de 200 mg/ml,
com CIM 50 e CIM 90 também de 200 mg/ml. Na
Tabela 1 podem ser observadas as frequéncias ab-
soluta e acumulada e o percentual acumulado de
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cepas inibidas em cada concentragéao.

O extrato aquoso filtrado ndo apresentou
efeito inibitério sobre os microrganismos testa-
dos até a concentragdo de 50%. A CIM do extrato
aquoso autoclavado foi de 30% para vinte e uma
cepas (84%), com CIM 50 também de 30%. Até a
concentragao de 50% nao houve inibigdo de 90%
das amostras testadas (CIM 90). As cepas resis-
tentes a este extrato foram CCUT 91005, CCUT
91011, CCUT 91032 e CCUT 91037. A Tabela 2
apresenta as frequéncias absoluta e acumulada e
o percentual acumulado de cepas inibidas em cada
concentragao para o extrato aquoso autoclavado.

A Figura 1 apresenta a atividade antifungi-
ca exercida pela A. chica sobre C. albicans, consi-
derando a CIM para cada extrato testado.

Foram detectadas sete manchas no extra-
to hidroalcodlico e duas no extrato aquoso auto-
clavados. Cada mancha corresponde a um com-
ponente, para o qual a relagédo de retengao (Rf) foi
calculada (Figura 2).

DISCUSSAO

Profissionais da area de saude tém procu-
rado refletir sobre agbes e ferramentas que pos-
sam ser usadas com vistas a promog¢ao e manu-
tengdo da saude primaria e, consequentemente,
uma melhor qualidade de vida.

O mundo tem voltado cada vez mais os
olhos para a busca de plantas medicinais e/ou
seus derivados como agentes terapéuticos natu-
rais. Entretanto, pesquisas neste segmento ainda
s&o mais difundidas na area médica do que odon-
toldgica.

O estimulo ao uso de fitoterapicos tem

TABELA 1 - Frequéncia absoluta, acumulada e percentual (%) acumulado de cepas de Candida albicans ini-
bidas em cada concentragao de extrato hidroalcéolico de Arrabidaea chica.

Candida albicans

Concentragéo Frequéncia .
Frequéncia acumulada % acumulado
(mg/ml) Absoluta
100 2 2 8
200 23 25 100

TABELA 2 - Frequéncia absoluta, acumulada e percentual (%) acumulado de cepas de Candida albicans inibi-
das em cada concentragao de extrato aquoso autoclavado de Arrabidaea chica.

Candida albicans

Concentragao . L
Frequéncia absoluta Frequéncia acumulada % acumulado
(mg/ml)
200 5 5 20
300 16 21 84
> 500 4 25 100
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FIGURA 1 - Concentragéao inibitéria minima (CIM) para os extratos hidroalcéolico e aquosos filtrados e auto-

clavados.
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FIGURA 2 — Esquema da cromatografia em camada delgada dos extratos hidroalcodlico (A) e aquoso (B),
onde Rf: relagéo de fluxo ou relagéo de retengéo (Rf= d,/dg onde: d, = distancia percorrida pelos compo-
nentes da mistura e dg = distancia percorrida pelo eluente).

como objetivos prevenir, curar ou minimizar sinto-
mas das doengas, com um custo mais acessivel a
populacao, pois os medicamentos obtidos por sin-
tese quimica s&o, em geral, mais caros devido as
patentes tecnoldgicas.

Quando se procura obter substancias ati-

vas de plantas, um dos principais aspectos que
deve ser observado consiste nas informacgdes da
medicina popular. Pesquisas de mercado indicam
que todas as classes socioecondmicas da Amazé-
nia usam plantas medicinais em funcdo das pre-
feréncias culturais, baixo custo e eficacia. Muitas
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plantas medicinais n&o tém substituto botanico, e
produtos farmacéuticos ainda ndo foram desenvol-
vidos para o tratamento de algumas doengas para
as quais séo utilizadas (Shanley e Luz 2003). Da-
dos da literatura revelam que é muito mais prova-
vel encontrar atividade biologica em plantas orien-
tadas pelo seu uso na medicina popular do que em
plantas escolhidas ao acaso (Calixto 2000).

A observagao do uso popular da A. chica
pela comunidade (urbana e rural) e alguns profis-
sionais da saude (médicos, enfermeiras, agentes
de saude), moradores da regido norte, especifi-
camente Porto Velho (RO), onde a planta é roti-
neiramente utilizada, principalmente na forma de
“banho de assento”, por mulheres com problemas
ginecoldgicos (“corrimentos”) e, o conhecimento de
que muitos destes “corrimentos” podem estar rela-
cionados com candidoses vaginais, cujo principal
agente etioldgico sao leveduras do género Candi-
da, principalmente C. albicans, despertou interesse
em avaliar a atividade inibitoria desta planta sobre
essa espécie fungica.

O aumento da aplicagao clinica dos anti-
fungicos, principalmente em individuos com neo-
plasias, diabetes melitus, sindrome da imunode-
ficiéncia adquirida e receptores de transplantes,
tem aumentado os relatos de resisténcia in vivo e
in vitro das espécies de Candida (Barker e Rogers
2006). As opgdes terapéuticas para seu tratamento
sao relativamente limitadas, o que significa um sé-
rio problema no tratamento de candidoses (Sheikh
2013).

No presente estudo optou-se pela mistu-
ra etanol: agua (70:30, v/v) como solvente de A.
chica, por ser um solvente amplamente utilizado
no preparo de extrato hidroalcodlico e ser eficiente
para a extragao bruta de taninos, saponinas e fla-
vonoides (Siraichi et al. 2013; Mafioleti et al. 2013).

Neste experimento, a atividade fungistati-
ca, sobre C. albicans, do extrato hidroalcodlico de
A. chica, foi obtida na concentragao de 200 mg/ml.
Hofling et al. (2010) obtiveram CIM de 0,015 mg/
ml com extrato diclorometanico sobre leveduras
do género Candida e todas as leveduras foram re-
sistentes as concentragdes de extrato metandlico
testadas.

A escolha do extrato aquoso baseou-se na
aplicagéo popular. Entretanto, uma desvantagem
do extrato aquoso é que deve ser preparado para
uso imediato, em virtude de sua suscetibilidade a
degradacgao (Cechinel Filho e Yunes 1998).

A partir da metodologia proposta, 84% das
cepas testadas foram inibidas pelo extrato aquo-
so autoclavado a 30% enquanto o extrato filtrado
néo foi capaz de inibir as cepas de C. albicans até
a concentracdo de 50%. Esta diferenga nos resul-
tados entre o extrato aquoso autoclavado e filtra-
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do pode ter decorrido da apreensao de particulas
ativas importantes durante o processo de filtragao,
devido a formagdo de uma densa massa sobre a
membrana filtrante. Essa hipétese nao pdde ser
verificada pela cromatografia devido a perda de
grande quantidade do extrato aquoso durante o
processo de filtragéo.

A menor concentragdo inibitéria obtida
para 50% das cepas (CIM,,) com o extrato hidroal-
codlico (200 mg/ml) quando comparado ao extrato
aquoso autoclavado (300 mg/ml), provavelmente
esteja relacionada aos diferentes compostos pre-
sentes em cada extrato, pois a extragdo com agua
difere da extracdo com alcool, por serem substan-
cias com diferentes polaridades. Nos resultados
da cromatografia em camada delgada isto pode
ser observado, pois o extrato hidroalcodlico apre-
sentou maior numero de componentes que o ex-
trato aquoso, demonstrando ser o etanol um ex-
trator mais adequado que a agua (Gongalves et
al. 1988).

Até o momento ndo foram encontrados
trabalhos que abordassem a atividade antifingica
de extratos aquosos de A. chica, com metodolo-
gia similar ou nao, para que pudesse ser realizada
uma discussao mais abrangente.

Considerando a polaridade dos compo-
nentes extraidos da A. chica e a substancia eluen-
te utilizada na cromatografia em camada delgada
(CCD) nesta pesquisa, é possivel que as bandas
Rf5, Rf6 e Rf7, do extrato hidroalcodlico sejam po-
lifendis (taninos, flavonoides) ou saponinas, pois
sd0 0s componentes mais polares, € as bandas
Rf1 e Rf2 do extrato aquoso e Rf1, Rf2 e Rf3, do
extrato hidroalcodlico, sejam alcaléides, por serem
menos polares (Degani et al. 1998) (Figura 1).

Pesquisadores encontraram na compo-
sicdo quimica das folhas de crajird, flavonoides
(luteolina), saponinas, taninos, antocianidinas e
fitoesterois (Zornet al. 2001; Mafioleti et al. 2013).

O mecanismo de agéo antimicrobiana dos
taninos pode ser explicado por trés hipdteses. A
primeira pressupde que os taninos inibam enzimas
bacterianas e fungicas pela unido com os substratos
dessas enzimas; a segunda seria por agao sobre a
membrana celular dos microrganismos, modifican-
do seu metabolismo e a terceira fundamenta-se na
complexao dos taninos com ions metalicos, dimi-
nuindo a disponibilidade de ions essenciais para o
metabolismo microbiano (Scalbert 1991).

Além da atividade antifingica averiguada
na A. chica, sabemos que a presencga de flavonoi-
des e taninos como antioxidantes podem melhorar
a imunidade, diminuindo a inflamacao (Reddy et al.
2007; Taffarello et al. 2013) o que pode colaborar
com a normalizagdo das microbiotas vaginal e bu-
cal.

Rev Bras Plantas Med / Braz J Med Plants (2020) 22:39-44.




Outros trabalhos devem ser realizados
para que os compostos, fracionados por cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sejam tes-
tados, isoladamente e ou em associagdes, para
maior compreensao da atividade da A. chica sobre
C. albicans.

CONCLUSOES

A partir dos resultados do presente tra-
balho, pode-se concluir que: os extratos hidroal-
codlicos autoclavado e filtrado e o extrato aquoso
autoclavado apresentaram atividade sobre Can-
dida albicans; o extrato hidroalcodlico apresentou
desempenho superior, inibindo todas as cepas
testadas em menor concentragéo; o extrato hidro-
alcodlico apresentou numero superior de compo-
nentes em cromatografia de camada delgada.
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