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Atividade antifungica do extrato aquoso de Arctium minus (Hill) Bernh. (Asteraceae)
sobre espécies orais de Candida
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RESUMO: Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifingica do extrato aquoso de
folhas de “bardana” [Arctium minus (Hill) Bernh.], por meio da determinac&o da Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) sobre diferentes espécies e
linhagens do género Candida. Foram incluidas no trabalho as espécies de Candida albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, C. stellatoidea, C. dubliniensis e C. krusei. Utilizaram-se quatro linhagens
de C. albicans e trés de C.tropicalis, enquanto que para as demais espécies, apenas uma
linhagem foi testada. Estas leveduras foram utilizadas no estudo devido a importancia e frequéncia
na cavidade bucal. As leveduras foram submetidas a tratamentos com concentracdes do extrato
aquoso que variaram de 0,09 a 25 mg mL*. Os resultados indicaram que concentra¢des inferiores
a 12,5 mg mL* ndo séo suficientes para apresentar efeito fungistatico ou fungicida. A concentracéo
de 12,5 mg mL* apresentou efeito fungistatico sobre a maioria das linhagens e espécies testadas
(C. albicans 04A e ATCC44858; C. tropicalis 23600 e 23651; C. glabrata; C. stellatoideia; C.
dubliniensis e C. krusei). Entretanto, efeito fungicida foi observado apenas sobre a espécie C.
krusei (CFM=12,5 mg mL). Comportamento diferenciado foi observado entre diferentes linhagens
de uma espécie (para C. albicans e C. tropicalis). Assim, a a¢éo antifingica do extrato aquoso
de A. minus (Hill) Bernh. provavelmente esté associada a variabilidade genética existente entre
as diferentes linhagens de uma mesma espécie e das diferentes espécies, sendo que
concentracdes inferiores a 12,5 mg mL* ndo apresentaram efeito sobre as leveduras testadas.
Com base na metodologia empregada e dentro das limita¢des deste estudo, conclui-se que o
extrato aquoso de A. minus revelou efeito antifngico, principalmente fungistatico, contra espécies
de Candida orais. Porém, novos estudos sdo necessarios para avaliar o seu real potencial
antifangico dentro do meio bucal.
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ABSTRACT: Antifungal activity of the aqueous extract from Arctium minus (Hill) Bernh.
(Asteraceae) on oral Candida species. This study aimed to evaluate the antifungal activity of
the aqueous extract from leaves of burdock [Arctium minus (Hill) Bernh.] by determining the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Fungicidal Concentration (MFC) on
different species and strains of Candida genus. The species Candida albicans, C. tropicalis, C.
glabrata, C. stellatoidea, C. dubliniensis, and C. Krusei were included in this study. Four C.
albicans and three C. tropicalis strains were used, whereas only one strain of each remaining
species was tested. Such yeasts were used in this study due to their importance and frequency
in the oral cavity. The yeasts were subjected to treatments with aqueous extract concentrations
that ranged from 0.09 to 25 mg mL. Concentrations lower than 12.5 mg mL* were not enough to
present fungicidal or fungistatic effect. The concentration of 12.5 mgmL?* had fungistatic effect on
most tested strains and species (C. albicans 04A and ATCC44858; C. tropicalis 23600 and 23651;
C. glabrata; C. stellatoideia; C. dubliniensis; and C. krusei). However, fungicidal effect was only
observed on the species C. krusei (MFC=12.5 mg mL™?). A distinct performance was observed
among different strains from the same species (for C. albicans and C. tropicalis). Thus, the
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antifungal action of A. minus (Hill) Bernh. aqueous extract is probably associated with the genetic
variability present among the different strains of one same species and among different species;
besides, concentrations lower than 12,5 mg mL* did not have an effect on the tested yeasts. The
adopted methodology and considering the limitations of this study led to the conclusion that the
agueous extract of A. minus presented antifungal effect, mainly fungistatic, against oral Candida
species. However, new studies are needed to evaluate its real antifungal potential inside the oral

environment.

Key words: Arctium minus, Candida, antifungal activity, Asteraceae, medicinal plants

INTRODUCAO

O uso de plantas no tratamento e na cura de
enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana,
tendo o conhecimento popular grande contribui¢éo
para divulgacao das virtudes terapéuticas obtidas a
partir do uso destas plantas. Assim, esse
conhecimento representa, muitas vezes, um recurso
terapéutico para muitas comunidades e grupos
étnicos (Maciel et al., 2002) que néo dispdem de
acesso a outros tratamentos disponiveis pela
medicina ou que a preferem em relacdo a medicina
tradicional por questdes culturais.

Dessa forma, usuarios de plantas medicinais
de diversas partes do mundo mantém a pratica do
consumo de fitoterapicos, tornando validas
informacfes terapéuticas que foram sendo
acumuladas durante séculos. De maneira indireta, a
medicina popular desperta o interesse de
pesquisadores em estudos multidisciplinares que
enriquecem o inesgotavel conhecimento a respeito
do uso terapéutico de plantas medicinais (Maciel et
al., 2002). De acordo com Gregdrio (2006), estima-
se que em alguns continentes como a Africa até 80%
da populacéo faz uso de medicamentos de origem
vegetal. Na Alemanha e Franca s&o 75%, no Canada
70% e nos EUA 42%.

A espécie Arctium minus (Hill) Bernh.,
conhecida popularmente como “bardana”, representa
uma das espécies vegetais com vasta utiliza¢éo na
medicina fitoterapica. E planta bianual, herbacea,
nativa do Japéo, pertencente a familia Asteraceae,
gue se caracteriza por apresentar folhas grandes e
flores arroxeadas e, durante o primeiro ano, uma
roseta com folhas largas. No segundo ano, as plantas
podem atingir de 90 a 210 cm de altura (Kirici et al.,
2004).

Diversas atividades biologicas desta planta
ja foram descritas na literatura (Knott et al., 2008;
Erdemoglu et al., 2009; Ferracane et al., 2010), entre
elas a atividade antimicrobiana in vitro sobre bactérias
e leveduras especialmente do género Candida (Holetz
et al., 2002; Pereira et al., 2005). Estas leveduras
sdo responsaveis pela candidiase bucal, infec¢ao
fungica mais comum da cavidade bucal
(Samaranayake, 1986; Freitas & Birman, 1989) e que
pode ser causada por diversas leveduras do género

Candida. A Candida albicans € a espécie oportunista
mais frequentemente envolvida em infec¢bes orais
(Heimdahl, 1990), seguida por C. tropicalis (Odds,
1987) e outras espécies menos patogénicas como a
C. krusei (Samaranayake et al., 1998). De acordo
com Batista et al. (1999), a C. albicans revela
dificuldade para ser controlada, visto que nem todos
os antifungicos de uso topico sdo suficientemente
eficazes contra ela.

Para Santos et al. (2007), outra doenca
grave, em muitos casos relacionados a pratica
odontoldgica, € a endocardite, podendo ser causada
por bactérias (Streptococcus viridans e
Staphylococcus aureus) ou fungos (C. albicans, C.
tropicalis e C. guillermondii). Desta forma, a profilaxia
antibiética é recomendada em procedimentos
odontolégicos associados com sangramento
excessivo (Andrade et al., 1998). Assim, além dos
produtos convencionais utilizados, como a
amoxicilina, produtos naturais estdo sendo
atualmente amplamente utilizados no controle dessas
infeccdes, devido a sua eficacia e facilidade de
aquisicdo pela populacdo em geral (Santos et al.,
2007). Sempre em que é detectada a presenca de
resisténcia antimicrobiana ao tratamento
convencional, recomenda-se o isolamento do agente
patogénico responsavel pela infec¢cdo e a
determinagao da concentracao inibitéria minima (CIM)
e da concentracdo fungicida minima (CFM) das
drogas passiveis de utilizagcdo contra este
microrganismo (Batista et al., 1999).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito antifungico do extrato aquoso das folhas de
A. minus (Hill) Bernh., por meio da determinacéo da
CIM e CFM sobre diferentes espécies e linhagens do
género Candida.

MATERIAL E METODO

Colheita e preparo da matéria prima
Partes aéreas da planta “bardana” [A. minus
(Hill) Bernh.], pertencente a familia Asteraceae, foram
coletadas no municipio de Passo Fundo (RS), durante
o periodo de floracéo (Primavera). Toda a colheita foi
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realizada no mesmo dia, no més de novembro de
2006. A exsicata da planta foi realizada no
Departamento de Botanica da UFPel. Uma espécime-
testemunha foi depositada no Herbario da UFPel sob
0 numero Pel 24578.

Posteriormente, as plantas foram
armazenadas em sala de desumidificacdo, a
temperatura de 24°C, durante 45 dias para secagem.
Ap0s esse periodo, as folhas foram separadas dos
caules e frutos e foram trituradas em moinho no
Departamento de Zootecnia da Faculdade de
Agronomia/UFPel, obtendo-se a biomassa vegetal
(p6) para preparacgao do extrato aquoso.

O preparo do extrato aquoso de A. minus
(Hill) Bernh. foi realizado no Laboratério de Fitoquimica
do Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica
e Geociéncias, da UFPel. O isolamento e crescimento
das leveduras, bem como, os testes microbiol6gicos
foram realizados no Laboratério de Microbiologia Oral
da Faculdade de Odontologia (FO/UFPel).

Preparo do extrato zquoso

Foram utilizadas 20 g de p6 seco das folhas
de A. minus (Hill) Bernh. para 1000 mL de agua
destilada, em 5 etapas de preparacao para obtencéo
do extrato aquoso estéril: 1) Vinte gramas (20 g) de
matéria vegetal seca (pd) foram suspensos em 300
mL de agua destilada a 100°C, permanecendo em
infusdo por 24h, devidamente fechado e protegido da
luz; 2) Apés este periodo, procedeu-se a filtragem, e
foram adicionados mais 350 mL de agua destilada
ao residuo vegetal dafiltracéo a temperatura de 100°C,
sendo este mantido em infusdo por mais 24h de forma
semelhante a primeira fase; 3) A extracéo obtida nesta
segunda fase foi filtrada e ao residuo resultante da
filtragem, foram adicionados mais 350 mL de agua
destilada a 100°C e mantidos em infus&o por mais
24h, concluindo o processo de extragdo; 4) Ao final
da dltima filtragem foram obtidos trés extratos
aguosos brutos que foram misturados resultando em
um Unico extrato; 5) O extrato final foi submetido a
filtracdo a vacuo, sendo que no momento da realizacéo
do experimento o volume de extrato que seria utilizado
foi previamente submetido a filtragdo microbioldgica
com membrana Milipore®de 0,22 um, e esta solucéo
foi acondicionada em tubos estéreis de vidro, mantidos
a 4°C e protegidos da luz.

Isolamento dos microrganismos

Foram utilizadas cepas puras de colegéo
(ATCC44858) e trés diferentes cepas de isolados
clinicos de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei,
obtidas junto ao Laboratério de Microbiologia Oral da
FO/UFPEL, que haviam sido coletadas de pacientes
com diagndstico clinico de candidiase atréfica cronica
(estomatite pelo uso de dentadura).
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Preparo do in6culo

As leveduras das diferentes cepas foram
ativadas em meio Agar Sabouraud dextrose, sendo
semeadas e incubadas por 24h a 36°C. As colbnias
foram suspensas em 5 mL de solu¢éo salina estéril
0,85% (0,145 mol L?; 8,5 g L'* NaCl). A suspenséo
resultante foi homogeneizada em agitador de tubos
durante 15 segundos e a densidade celular, ajustada
visualmente, a turbidez equivalente a escala 1,0 de
McFarland.

Determinacéo da CIM

Os testes da atividade antifingica foram
realizados pela técnica de microdiluicdo em caldo
(MC), de acordo com o documento de referéncia
M27A2 (NCCLS/CLSI, 2005). Esta metodologia foi
utilizada para testar as leveduras frente ao extrato
aquoso das folhas de Arctium minus L., recebendo
adaptacao da técnica para este. As concentracdes
do extrato aquoso testadas frente as diferentes
espécies e linhagens de Candida variaram de 0,09 a
25 mg mL*. Utilizou-se o meio sintético RPMI 1640
(com glutamina, sem bicarbonato e com indicador
vermelho de fenol) tamponado em MOPSO [acido 3-
(N-morfolino) propanosulfénico], de acordo com
padrées do Clinical and Laboratory Standard Institute
(CLSI) (NCCLS/CLSI, 2005).

Em todos os testes foram utilizados controle
positivo, caracterizado por 100 uL de meio de cultivo
RPMI e 100 pL da solugao indculo, e controle negativo
contendo somente 200 pL do meio de cultivo liquido
RPMI. As placas foram incubadas a 36°C por 72h,
com leituras realizadas a cada 24h.

Para leitura do teste, foi realizada
comparacdo visual do crescimento da levedura
ocorrido nos pocgos referentes as diferentes
concentracdes testadas com o seu crescimento no
poco-controle positivo. Amenor concentracdo capaz
relac&o ao pogo controle-positivo foi identificada como
a CIM (Concentracao Inibitéria Minima) do extrato
vegetal para esta amostra. Todas as diluicbes do
extrato vegetal e grupos de controle foram testados
em duplicata.

Determinacdo da CFM

A CFM foi determinada a partir dos resultados
obtidos na CIM. Uma aliquota de 50 uL dos pogos
gue apresentaram inibicdo foi semeada sobre a
superficie de placa contendo agar Sabouraud dextrose
e incubadas a 36°C por 24h. ACFM foi considerada
Ccomo a menor concentragdo do extrato aquoso bruto
da A. minus (Hill) Bernh. que n&do apresentou
crescimento fdngico na superficie do meio de cultivo
apos incubacao. Todos os testes foram realizados
em duplicata.
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RESULTADO

A Tabela 1 apresenta o efeito do extrato de
A. minus (Hill) Bernh. sobre as diferentes espécies e
linhagens do género Candida. A atividade foi avaliada
contra as linhagens de C. albicans (4 linhagens), C.
tropicalis (3), C. glabrata (1), C. stellatoidea (1), C.
dubliniensis (1) e C. krusei (1), totalizando 11
amostras flngicas.

O extrato apresentou concentracao inibitéria
minima (CIM) de 25 mg mL*sobre o isolado clinico
de C. tropicalis e de 12,5 mg mL* sobre alguns
isolados clinicos e cepa ATCC44858 de C. albicans,
e isolados de C. tropicalis, C. glabrata, C.
stellatoidea, C. dubliniensis e C. Krusei. Porém, o
extrato ndo inibiu o crescimento de um isolado clinico
de C. tropicalis e dois de C. albicans.

Com relagao a atividade fungicida, o extrato
apresentou concentracéo fungicida minima (CFM) de
12,5mg mL* para o isolado de C. Krusei. Para todas
as demais linhagens e espécies, o extrato nao
apresentou CFM.

DISCUSSAO

De acordo com este estudo, concentracdes
inferiores a 12,5 mg mL foram insuficientes para que
0 extrato aquoso de Arctium minus apresentasse
efeito fungistatico ou fungicida in vitro. Ja a

concentracdo de 12,5 mg mL? apresentou efeito
fungistatico sobre a maioria das linhagens e espécies
testadas (C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C.
stellatoideia, C. dubliniensis e C. krusei, sendo que
o comportamento antifungico diferenciado foi
observado entre linhagens de C. albicans e C.
tropicalis) e efeito fungicida foi observado apenas sobre
uma espécie de C. krusei.

Assim como a espécie A. minus (Hill) Bernh.
avaliada neste estudo, existe outra espécie do género
Arctium, também vulgarmente conhecida como
“bardana”, que tém revelado resultados satisfatorios
em ensaios biolégicos de atividade antimicrobiana.
De acordo com Teske & Trentini (1991), tanto naraiz
guanto nas folhas da “bardana” da espécie A. lappa
sdo encontradas varias substancias com potencial
terapéutico, tais como 6leos essenciais, polifenais,
composto antibiético semelhante a penicilina,
vitaminas B e C, calcio, fosforo e ferro.

Estudos conduzidos para avaliar o efeito de
extratos das duas espécies de “bardana” (A. minus e
A. lappa) tém evidenciado atividades bioldgicas
variadas, tais como: antibacteriana e antifungica
(Teske & Trentini, 1991), acdo diurética (Teske &
Trentini, 1991), acdo antioxidante (Maruta et al.,
1995), acdo ansiolitica (Sbolli et al., 1996) e efeito de
antiagregacao plaquetaria (Iwakami et al., 1992). Em
estudo realizado por Perin et al. (2002) com o extrato

TABELA 1. Efeito do extrato aquoso de A. minus (Hill) Bernh. em diferentes espécies e linhagens do género

Candida.
Fungos
CIM (mg mL™) | CFM (mg mL™)
Espécies Linhagens

Candida albicans 26609B _ _
C. albicans 23574 _ _
C. albicans 04A 12,5 _
C. albicans ATCC44858 12,5 _
C. tropicalis 23615 _ _
C. tropicalis 23600 25 _
C. tropicalis 23651 12,5 _
C. glabrata 45ME 12,5 _
C. stellatoideia 44ME 12,5 _
C. dubliniensis 37ME 12,5 _

C. krusei 96A 12,5 125

CIM: Concentracao Inibitéria Minima; CFM: Concentragcao Fungicida Minima; -: N&o apresentou efeito sobre os microrganismos testados.
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aquoso da A. lappa L., ficou evidenciado o potencial
antimicrobiano contra microrganismos orais
especificos e associados com infec¢des endoddnticas
(Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans). Pereira et al. (2005) também avaliaram a
atividade antimicrobiana in vitro do extrato bruto
hidroalcélico das folhas de A. lappa L., bem como
das fracBes, contra diversas bactérias e Candida
albicans. Os ensaios de bioautografia revelaram
substancias antimicrobianas na fracdo hexanica
deste extrato hidroalcdélico. Em outro estudo, Gentil
et al. (2006) observaram que a fracdo de acetato
etilico da A. lappa L., utilizada como medicacgéo
intracanal por cinco dias em dentes infectados com
C. albicans e outros microrganismos, inibiu o
crescimento microbiano apoés 14 dias. Estes estudos
mostram a necessidade de melhor entendimento do
efeito desta espécie sobre patégenos envolvidos em
infec¢des endoddnticas.

Outros estudos tém demonstrado efeito
hepatoprotetor no uso cronico de etanol e também
contra carcindgenos, sendo que estes efeitos estéo
relacionados provavelmente aos seus componentes
lignanas, que apresentam atividade antioxidante
(Morita etal., 1984; Lin et al., 1996; Lin et al., 2000).

Os resultados evidenciados neste estudo
demonstram o efeito diferenciado do extrato da A.
minus (Hill) Bernh. em distintas espécies e linhagens
de Candida, indicando que o extrato aquoso da planta
apresenta consideravel efeito sobre o crescimento
destes microrganismos. A ocorréncia de candidiase
no Brasil e aimportancia clinica em pacientes imuno-
comprometidos justificam este estudo com diferentes
linhagens de Candida. Nesta pesquisa, a atividade
antifiingica do extrato bruto aquoso das folhas de
Arctium minus foi avaliada contra 1 cepa ATCC44858
de Candida albicans e 3 isolados clinicos desta
espécie, além de 7 cepas de isolados clinicos de
espécies de Candida ndo-albicans. O comportamento
diferenciado obtido entre cepas da mesma espécie
poderia ser justificado pela existéncia da variabilidade
genética entre diferentes linhagens, como revelado
nos resultados das espécies C. albicans e C.
tropicalis.

Um importante fator a ser considerado
guando se realiza qualquer pesquisa envolvendo
plantas medicinais e se tenta extrapolar os resultados
obtidos, é quanto a fatores ambientais envolvidos no
momento da coleta da planta, como sazonalidade,
clima, tipo de solo e temperatura do ar. De acordo
com Freitas et al. (2004), a producao de metabdlitos
secundarios pela planta ocorre em fungédo da interagéo
planta versus ambiente em resposta a fatores
quimicos e bioldgicos. Este fato pode explicar
resultados divergentes de extratos da mesma
espécie, mas coletado em locais e periodos
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diferentes. O extrato aquoso de A. minus testado neste
estudo foi obtido a partir de vegetais colhidos em Unica
estacdo do ano (Primavera), em Unico periodo do més
(novembro de 2006) e da mesma localidade do
municipio gaticho de Passo Fundo.

Além disso, é importante ressaltar que no
preparo dos inoculos de Candida, estes foram
padronizados pela escala de McFarland, mas néo foi
realizada a técnica de pour-plate para confirmagéo
da homogeneidade entre as concentragfes dos
inoculos. Isto também pode ser considerado como
limitacdo deste estudo tendo em vista que esta
poderia ser uma das causas da variabilidade das CIM
encontradas entre cepas e isolados de mesma
espécie.

A “bardana” apresenta efeito sobre ampla
gama de patdgenos, em diferentes areas de pesquisa
(Santos et al., 2007). Neste estudo, podemos
constatar o efeito principalmente sobre a inibi¢cdo do
crescimento da maioria das espécies e linhagens de
Candida testadas, comprovando o efeito fungistatico.
Por outro lado, o efeito fungicida do extrato aquoso
da A. minus (Hill) Bernh. foi observado apenas sobre
uma das espécies testadas. A concentragdo de 12,5
mg mL*foi suficiente para eliminar a espécie C. krusei.
Contudo, mesmo nas concentracdes mais elevadas
testadas, ndo se observou efeito sobre as demais
espécies, indicando a necessidade de outros testes
envolvendo concentragdes superiores a 25 mg mL*
do extrato aquoso de A. minus (Hill). Holetz et al.
(2002) observaram a necessidade de concentracfes
de extratos de “bardana”, da espécie A. lappa L.
superiores a 1000 mg mL* para obtencdo de acéo
fungistéatica sobre as espécies C. albicans, C. krusei,
C. parapsilosis e C. tropicalis. Neste sentido,
concentragcdes superiores associadas ao maior
ndmero de linhagens e espécies deste fungo séo
necessarios, com a finalidade de serem obtidos
resultados mais robustos sobre o efeito do extrato
aguoso de A. minus (Hill) Bernh. sobre as diferentes
espécies e linhagens do género Candida.

CONCLUSAO

O extrato aquoso de A. minus (“bardana”)
possui efeito antifangico in vitro, principalmente
fungistatico, contra espécies de Candida orais.
Porém, novos estudos sao necessarios para avaliar
o0 seu real potencial terapéutico dentro do meio bucal.
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