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RESUMO

A Candida albicans ¢ um fungo natural da microbiota humana, encontrado nas mucosas, principalmente nas
regides genitais e orais. E fungo oportunista, portanto, instalando-se quando o organismo esta debilitado,
fornecendo um ambiente propicio para a proliferagdo do fungo, sendo assim, a candidiase. Um possivel
fitoterapico para auxiliar no tratamento da candidiase é a Plantago australis L., uma planta pertencente a familia
das Plantaginaceae e popularmente conhecida como Tansagem, esta é facilmente encontrada em jardins. O
género Plantago tem propriedades antimicrobianas, anti-inflamatéria, cicatrizantes e também contra dores de
estdbmago. O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia da Plantago australis L. (tansagem) sobre a agéo
antimicrobiana da candidiase. Para isso foram utilizadas as folhas secas da planta, sendo 80g da tansagem e 800
ml de alcool 99% para realizacdo do extrato etandlico, juntamente com o caldo dobrado de Muller Hiton Bronth,
em seguida foi inserido o fungo Candida albicans. Obteve-se um resultado positivo do extrato etanélico da
planta Plantago australis L. frente a Candida albicans, concluindo-se que essa planta é funcional como
fitoterapico e pode ser utilizada para a candidiase.
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EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY AT ETHANOLIC EXTRACT IN
Plantago australis Lam. FRONT Candida albicans

ABSTRACT

The Candida albicans is a natural fungus of the human microbiota, primarily found in the genital and oral
mucosal regions. It is an opportunistic fungus, the candidiasis develops when the organism is weakened
providing an ideal environment for the fungus proliferation. A possible herbal remedy to assist in the treatment
of candidiasis is Plantago australis L., a plant belonging to the Plantaginaceae family and popularly also known
as Tansagem. The genus Plantago has antimicrobial properties, aiding in the treatment against throat infection
and anti-inflammatory action, as well as healing properties, and against stomachache. The objective of this study
was to verify the influence of Plantago australis L. (tansagem) on the antimicrobial action of candidiasis. For
this purpose dry leaves of the plant were used, 80g of the tansagem and 800ml of alcohol 99% to make the
ethanolic extract, together with the Muller Hiton Bronth folded stock, after which the fungus Candida albicans
was inserted. A positive result of the ethanolic extract of the plant Plantago australis L. against Candida
albicans was obtained, concluding that this plant is functional as phytotherapic and can be used against
candidiasis.
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INTRODUCAO

A candidiase é uma infeccdo gerada por leveduras do género Candida. Este fungo esta
presente na microbiota natural do corpo humano. Por se tratar de um fungo oportunista, assim
que o corpo fica debilitado, ocorre um desequilibrio na microbiota natural, fornecendo um
ambiente propicio & proliferagio do mesmo ocasionando a candidiase (BARBEADO e
SGARBI, 2010). A quebra de nossa barreira natural pode ser ocasionada por uma diminuicao
da imunidade, causada, por exemplo, por diabetes tipo I, 0 uso de antibioticos e distarbios
hormonais, entre outros possiveis fatores (FOCACCIA, 2006).

Estima-se que 75% das mulheres que apresentam ou apresentaram 0s sintomas da
candidiase em alguma fase de sua vida, podem ter realizado terapias frequentes com
antibidticos, uso continuo de corticosteroides, possuir diabetes mielites descompensado,
imunossupressao, uma atividade sexual mais ativa com diferentes parceiros e serem portadora
de HIV, entretanto, é importante ressaltar que a exposi¢ao aos riscos acima citados sdo causas
do desenvolvimento da candidiase (FREITAS et al, 2011).

Estudos realizados em 1973 no Reino Unido relatam que 84% dos casos clinicos séo
de Candida albicans. Em 1998 a Universidade de Washington encontrou casos de Candida sp
em 24% das mulheres. Na Inglaterra, estimou-se um acréscimo de 28% para 37% nos casos
entre 1971 e 1981, nas clinicas de DST7 (SPINILLO et al., 1999, apud ROSA; RAMUEL,
2004).

No Brasil em 1996 foi realizado um estudo transversal com 72 mulheres que foram até
o Servico de Planejamento Familiar do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, 25% tiveram o resultado positivo para candidiase. Em outro estudo de 1998-
1999, 205 mulheres atendidas nas clinicas de Ginecologia e Obstetricia da Universidade do
Espirito Santo, 25% obtiveram a candidiase assintomaticas e 60% com a presenca de sintomas
(RIBEIRO et al., 2001, apud ROSA; RAMUEL, 2004).

Os sintomas mais comuns de candidiase sdo orofaringea caracterizada por placas
esbranquicadas, parecido com leite coalhado, sobre a lingua e a mucosa bucal, podendo ser
tambeém lesbes avermelhadas e fissuras no canto da boca, podendo ndo apresentar inflamacdes
e dor. J& a candidiase vaginal é caracterizada por corrimento esbranquigado, prurido e edema
nas regides vaginal e bucal, podendo ocorrer variacdo (FOCACCIA, 2006).

Existem possiveis tratamentos para amenizar os sintomas e também para o tratamento
da candidiase, como o uso de pomadas, comprimido via oral e comprimido via intravaginal,

mas principalmente a utilizacao de farmacos (SHIOZAWA et al., 2007).



A Organizacdo Mundial de Saude incentiva o0 uso e investe em estudos com plantas
medicinais, de forma a apoiar essa pratica e diminuir a abundancia de drogas, ou seja, uso de
farmacos em comércios. Nos ultimos anos, foi observada uma melhor atencdo ao tratamento
natural para patdogenos. Em pouco tempo houve uma mudanca de interesses, onde se tem
busca para maior utilizacdo do uso de plantas medicinais e estudo de suas atividades no
metabolismo (HARVEY, 2008; Silva et al, 2016).

O Brasil possui uma grande biodiversidade, sendo que abrange ética e a cultura,
obtendo dessa forma, um precioso conhecimento tradicional pelo uso de plantas medicinais, e
por esse motivo possui a potencialidade para investir em pesquisas e resultados tecnoldgicos
para terapias apropriadas voltadas a fitoterapicos. Pensando nisso, o Ministério da Sadde criou
a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos que implementam a parte
fundamental das politicas pablicas de satde, meio ambiente, desenvolvimento econdmico e
social, com isto trazer melhorias a qualidade de vida dos brasileiros (Ministério da Salde,
2006).

Apesar do grande avan¢o na tecnologia para a medicina moderna no mundo, a OMS
(Organizacdo Mundial da Saude) acredita que uma parte da populacdo depende da medicina
tradicional, estimando que 80% desta populacéo faz a utilizacdo de técnicas tradicionais nos
seus cuidados basicos de salde e 85% destes empregam as plantas ou a elaboracfes destas
(Ministério da Saude, 2006).

Segundo Souza e Lorenzi (2012), a Tansagem pertence a espécie Plantago, da familia
Plantaginaceae. Sua estrutura € descrita como ervas e arbustos, com folhagem oposta, e com
as flores vistosas, sendo que algumas séo de flores pequenas e pouco evidentes. O fruto de
Plantago é em capsula, no formato parecido com do trigo. No Brasil a espécie é conhecida
como Tansagem, planta medicinal com mais de 10 espécies nativas e facilmente encontrada
em jardins.

De acordo com Battisti e colaboradores (2013), a espécie Plantago australis tem
propriedades antibioticas e anti-inflamatorias, atuando em infecgdes de garganta, cicatrizacao,
bem como dores de estbmago.

Os principios ativos provindos de extratos vegetais podem ser encontrados em
diferentes partes da planta, como folhas, casca, frutos, dentre outras, e sua atividade biologica
apresenta-se como forma alternativa de controle de varias doencgas, zoonoses e também atuam
contra a resisténcia microbiana, ndo agredindo o meio ambiente, pois sdo meios naturais
(WEBER, 2013).



Desta forma, este trabalho tem como objetivo verificar a atividade antimicrobiana de
extrato vegetal etanolico e aquoso da Plantago australis (tansagem) sobre a Candida

albicans.

METODOLOGIA

A tansagem foi coletada em propriedade particular do bairro universitario no
municipio de Cascavel-PR, nas coordenadas geograficas 24°59'6.14"S-53°27'16.48"0. Apo0s
sua coleta as folhas foram submetidas ao processo de secagem em temperatura ambiente e
posteriormente ao processo de trituragdo manual, onde foram armazenadas em ambiente seco
e arejadas até sua utilizacao.

Para a identificacdo da tansagem foi enviado uma exsicata (figura 1), ao laboratdrio de
boténica da Universidade do Oeste do Parand , afim de obter sua classificacdo correta, onde
seu exemplar estd depositado no Herbario da mesma instituicdo, sob o niumero de registro
UNOP 8901 e corrido chave pela especialista e Curadora do Herbario Livia Godinho

Temponi, com doutorado em Boténica pela USP, conforme seu curriculum lates.
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FIGURA 1 - Exsicata Tansagem depositada no Herbario da Universi-



dade Estadual do Oeste do Parana.

Para a elaboracao dos extratos, foi utilizada a metodologia de Weber e colaboradores
(2014), com algumas alteracOes adaptativas, a mesma esté descrita a seguir.

Para o extrato vegetal aquoso foi utilizado 40g das folhas da planta através da
trituracdo e adicionado 400 mL de agua destilada estéril (10%). Em seguida o material foi
deixado por um periodo de 24 horas, sobre agitacdo no SHAKER a temperatura ambiente, de
aproximadamente 24°C. Apos o periodo de agitacdo, foi filtrado utilizando-se de papel filtro,
com porosidade inferior a 0,42 mm. Em seguida foi realizada uma nova filtracdo do extrato a
vacuo com o auxilio de uma membrana filtrante com uma porosidade caracteristica de 0,25
mm e o0 material extraido foi armazenado na geladeira do laboratério em um vidro estéril até a
sua utilizacéo.

Para a elaboragdo do extrato etandlico, utilizou-se o etanol 99%, para atuar como
solvente do extrator. Em vidro estéril foi adicionado 40g das folhas e com um adicional de
400 mL do solvente (10%) e deixado sobre movimento no SHAKER por um periodo de 24
horas em temperatura ambiente, com aproximadamente 24°C. Apoés esse periodo a solucéo foi
filtrada a vacuo em papel filtro estéril. O liquido obtido através da filtracdo passou por outro
processo denominado de rotoevaporacgéo, a fim de retirar o solvente e deixar apenas o extrato
em 10%. Esse processo foi realizado no laboratério de biotecnologia da Unioeste, por meio do
aparelho rotoevaporador TECMAL®, no periodo de 2 horas.

Para o crescimento de Candida albicans foi adicionado algumas cepas em 10 mL de
caldo Nutriente e deixado na estufa por um periodo de 24 horas em 37°C. Ap0s esse tempo,
foi retirado a Candida do caldo e colocado em 10 mL salina 0,9% até se obter uma turvacédo
correspondente a 1 na escala McFarland. Quando atingindo a turvagao foi retirado 1 mL do
caldo com a Candida e introduzido novamente em 10 mL de salina 10% para obter
concentracdo de 0,5 em escala McFarland.

Pela metodologia apresentada por Weber e colaboradores (2014), foi realizado o
procedimento de micro-diluicdo, com modificacbes, portanto, para determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), foi utilizada a placa 96 pocos para micro diluicéo,
dessa forma acrescentando o caldo Muller Hiton Bronth (MH) (concentracdo dupla) na
quantidade de 200 pL. Na sequéncia foi colocado mais 200 pL de extrato na concentragao de
10%, totalizando 50 mg/mL homogeneizado e realizado dilui¢fes sucessivas nos pocos, dessa
forma a cada diluicdo foi reduzida pela metade a concentracdo. Realizado esse procedimento

foi acrescentado 10 pL do fungo em cada diluicdo.



Na placa foi realizado o controle positivo, onde se obtém 200 uL do caldo e 10 pL do
fungo e o para a confirmacéo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e usado uma solugéo
antifangico a Nistatina, sendo 200 pL no caldo MH e acrescentando 10 pL do fungo.

Apols esses procedimentos a placa ficou incubada por um periodo de 24 horas,
submetida a uma temperatura de 37°C.

Para a possivel determinacdo da Concentracdo Fungica Minima (CFM), foi utilizado
como base a metodologia de Weber e colaboradores (2014), nos presentes po¢os onde nédo
ocorreu uma turvacdo visivel, foi efetuado uma retirada da aliquota de 10uL e inoculado em
uma placa de petri com o 4gar MH (concentracdo dupla) e incubando o material por um
periodo de 24 horas sobre uma temperatura estimada de 37°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se pela CIM e da CBM, que o extrato aquoso de Plantago australis ndo
apresentou atividade antimicrobiana frente a Candida albicans, nas diferentes concentracdes
testadas (tabela 1).

O extrato etanodlico da Plantago australis mostrou-se como antifungico frente a
Candida albicans testado. Sua atividade antifungica pode ser encontrada nas concentracdes de
50mg/mL a 3,12 mg/mL e sua concentracdo inibitéria minima de 50mg/mL a 1,56 mg/mL
(tabela 1).

Tabela 1 — Concentracdo inibitéria minima (CIM), Concentracdo Fungica Minima (CBM), e
controle positivo e negativo dos extratos aquoso e etanolico de Plantago australis (tansagem),
frente a Candida albicans.

CIM/CBM (mg/mL)

Fungo Extrato Extrato CP CN
AQquoso Etanolico
Candida albicas n.a/n.a 1,56/3,12 - +

*n.a: ndo houve atividade; CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; (-): N&o crescimento; (+):
Crescimento

Giordani e colaborares (2015) relatam que existem muitos fatores que podem

impossibilitar a acdo do extrato frente a candidiase, sendo que algumas plantas necessitam



concentragdes mais altas e outras necessitam de concentragdes mais baixas para assim inibir a
Candida albicans. Assim destaca as familias Asteraceae e Geraniaceae que ofereceram maior
numero de espécies plantas com atividade na candidiase. Podemos falar também de outros
fatores que interferem nas atividades dos extratos vegetais, podendo ser eles o local e o
periodo de coleta da planta (Melo et al., 2012), tais fatores podem ser a causa do extrato
aquoso ndo ter apresentado atividade antifungica.

Com relacéo a atividade antifngica do extrato etanolico pode ser justificado devido a
presenca de metabolitos secundarios ja relatados presentes no género da planta em estudo.
Segundo o Ministério da Saide e ANVISA (2014) o género Plantago apresenta alguns
metabolitos secundarios sendo eles os flavonoides, esterdis, taninos, carboidratos saponinas,
alcaloides e triterpenos.

Podemos especificar algumas atividades dos metabolitos secundario no organismo,
como os flavondides que apresenta divercas propiedades funcionais, sendo elas: acédo
antiinflamatdria, antioxidante, estrogénica, antitumoral, antiviral, antiespasmddica, aumento
da resisténcia da parede de vasos sanguineos, diminuicao de riscos de doencas coronarianas e
atividade alelopatica e as saponinas atividade antiviral, citotoxica (antitumoral), espermicida,
analgeésica, expectorante, anti-hemorroida e anti-inflamatdria (Navarro, 2005 apud Harbone;
Willians, 2000).

O uso popular da Plantago é tradicionalmente utilizado para diversas enfermidades,
sendo elas utilizando-se as folhas para feridas, picadas de insetos, resfriados, dor de dente,
problemas na garganta, antisséptica, anti-inflamatorias, neutraliza os efeitos causados por
animais peconhentos ou venenosos (Ministério da Saiude e ANVISA 2014).

A parte interna das folhas é indicada popularmente para limpeza sanguinea, diarreia,
hemorragias, cancer, estomatite, esplenite, pneumonia. As sementes sao indicadas no
tratamento de disenteria, febre, hemorroidas, sendo descrita também sua utilizacdo em
associacao a outras plantas como emoliente em casos de tosse e dor de garganta. As raizes sdo
utilizadas para tratamento de diabetes. Por fim, a planta inteira é aplicada para diversos
tratamentos (Ministério da Saude e ANVISA 2014).

Ventura e colaboradores, (2016) relatam que a tansagem também tem acéo
antimicrobiana onde permitiu maior aproveitamento de agédo frente a Staphylococcus aureus
por meio da extracdo de seus metabdlitos.

Em experimento feito com bactérias transitérias na cavidade bucal, foram citadas e
encontradas Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes, Serratia liquefaciens, Proteus

mirabilis e Staphylococcus epidermidis e para seu controle foi aplicado o extrato de Plantago



sp onde proporcionou um indice de inibicdo total em torno de 13,5%, concluindo-se que 0
extrato teve atividade de um 60% das repetices, mostrando assim que apresentam
caracteristicas de provavel controle no crescimento das bactérias bocais (Buffon et. al, 2001).

Né&o foi possivel fazer a avaliacdo de comparacdo dos resultados obtidos pelo método
de microdiluicdo em caldo dos extratos de Plantago autralins L., ja que ainda ndo existem
artigos publicados demonstrando as CIMs dos extratos pelo método citado.

A presente pesquisa sugere que mais testes sejam realizados para comprovar a eficacia
da Plantago frente a Candida albicans, de forma que verifique os componentes presentes no

fungo da Candida albicans que esté presente em bactérias citadas no texto.

CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato aquoso nao foi funcional na concentracdo total como
antifangico da Candida albicans, necessitando utilizar novas metodologias e de aplicacédo
para novas avaliacGes. Para o extrato etanolico perceberam-se atividades antiflngicas frente a

Candida albicans, indicado como possivel ou promissor fitoterapico.
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