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RESUMO

A Candida albicans é uma levedura considerada oportu-
nista e responsavel por causar infecgdes, quando ha uma
baixa no sistema imunoldgico do individuo. Com o aumen-
to do numero de micro-organismos multirresistentes aos
farmacos convencionais, € importante o estudo da compo-
si¢ao de determinadas plantas para a descoberta de trata-
mentos naturais alternativos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial antimicrobiano do extrato de Morinda
citrofolia e do 6leo de Melaleuca em casos de Candida al-
bicans. A preparagao do extrato de M. citrofolia foi obtida
através do fruto maduro descascado, despolpado e sem
sementes, submetidos a filtragdo por peneira seguida de
centrifugagao. Ja o 6leo essencial de melaleuca, foi diluido
(10%) em o6leo vegetal. Uma cepa ATCC® 10231 de Candi-
da albicans foi inoculada em agar sabouraud dextrosado,
utilizando-se a técnica de espalhamento e mantida em
estufa por um periodo de 7 a 14 dias em temperatura de
28-30°C. O dleo essencial de melaleuca foi o que apresen-
tou o maior halo de inibigao, seguido do Fluconazol (usado
como controle positivo), que apresentou halos menores
ou iguais ao do 6leo de melaleuca, quando comparado ao
controle negativo e ao Noni (p= 0,05).
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ABSTRACT

Candida albicans is an opportunistic yeast responsible
for causing infection when the individual’s immune
system is weakened. With the increase in the number
of resistant microorganismes to the conventional drugs,
it is important to study the composition of certain
plants to discovery alternative natural treatments. The
objective of this work was to evaluate the antimicrobial
potential of Morinda citrofolia extract and Melaleuca oil
on Candida albicans. The preparation of the extract of
M. citrofolia was obtained through the peeled, pulped,
and seedless rape fruit, submitted to filtration through
a sieve followed by centrifugation. Melaleuca essential
oil was diluted (10%) in vegetable oil. An ATCC® 10231
strain of Candida albicans was inoculated on dextrose
sabouraud agar using the spreading technique and
kept in an oven for 7 to 14 days at a temperature of
28-30 ° C. Melaleuca essential oil showed the highest
inhibition halo, followed by Fluconazole (used as a
positive control) which showed halos less than or equal
to melaleuca oil when compared to negative control
and to Noni (p= 0.05) .
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1  INTRODUGAO

As plantas medicinais sao utilizadas como tratamento para diversas doencas ha centenas de
anos. As antigas civilizagoes, verificando a eficacia de algumas espécies de plantas, as cultivavam para
que suas geracgdes vindouras pudessem utiliza-las (FEIJO et al., 2012).

De acordo com Oliveira (2011), a procura por medicamentos naturais tem crescido, ndo somente
pelo alto custo dos medicamentos convencionais industrializados, mas também pelo fato de muitos
micro-organismos terem se mostrado, em alguns casos, resistentes aos medicamentos convencionais,
impulsionando, assim, a busca por tratamentos naturais alternativos.

A utilizagao de plantas medicinais em todo o mundo alcangou valores econdémicos significativos
nos ultimos anos, o que justifica muito a procura atual por novos principios bioativos (SCHULZ, 2001).
Segundo Duarte (2006), o nimero de publicagoes indexadas sobre extrato de plantas como potencial
antimicrobiano vem aumentando durante os anos, sendo que, Brasil, foi responsavel por cerca de quase
50% das publicagdes na area, podendo ser justificado pela grande diversidade de plantas e também
pelo potencial de descobertas de outras ainda nao descritas (SANTOS et al., 2019).

Dentre as plantas utilizadas para o tratamento de enfermidades, destaca-se a Morinda citrifolia,
popularmente conhecida como “Noni". Trata-se de uma planta originaria do Sudoeste da Australia e
Asia, sendo distribuida em toda a regido do Pacifico, principalmente nas llhas da Polinésia Francesa,
e é abundante no Taiti (NELSON; ELEVITCH, 2006). Essa planta vem sendo cultivada no Brasil, princi-
palmente na regiao litoranea e utilizada para o tratamento de enfermidades e, em alguns casos, o fruto
tem sido consumido na forma de suco.

M. citrifolia é associada a diversas propriedades terapéuticas, e diversos estudos foram execu-
tados sobre os beneficios dessa planta, revelando e comprovando algumas de suas atividades biol6-
gicas como: antibacteriana, anti-inflamatéria, analgésica, hipotensiva. Também foram demonstradas
propriedades que apontavam melhorias na resposta imune em seres humanos (PAWLUS; KINGHORN,
2007). Apesar de muitas pesquisas com M. citrifolia, observa-se que ha poucos relatos documentados
sobre os efeitos antifungicos do Noni contra o fungo Candida albicans (BARANI et al., 2014).

De acordo com Cruz (2013), a forma mais consumida da M. citrifolia é o suco da fruta, poden-
do ser encontrado também, no comércio, o extrato seco da fruta em capsulas. Eles ainda afirmaram
que o suco do Noni apresentou propriedades antioxidantes e anti-inflamatoérias in vitro. Além disso,
compostos, como L-asperilosideo, escopoletina e alizarina, foram relatados como responsaveis pelos
efeitos antibidticos, antitumorais, antioxidantes e anti-inflamatérios do Noni.

Estudos comprovaram também que o extrato de folhas da Morinda citrifolia atuou como larvicida
contra o Aedes aegypti, o Culex quinquefasciatus e o Anopheles stephensi. No mesmo estudo, também
foi observada a capacidade do Noni em estimular a formagao ¢ssea no tecido periodontal humano, que
é explicada pela existéncia de alguns principios ativos em suas folhas, como a vitamina C, os triterpenos
e flavanoides (BOONANANTANASARN et al., 2012).

Atualmente, o uso popular do Noni é muito amplo, sendo utilizado tradicionalmente em casos
de diabetes, leucorreia, febre, asma, depressao, artrite, hipertensao, doengas cardiovasculares, além de

irregularidades menstruais, disttrbios gastrointestinais e até mesmo cancer (LIMA, 2008).

Observa-se o crescente numero de estudos sobre o Noni e suas composi¢oes quimicas e biol6-
gicas para fins terapéuticos. Devido a isso, é necessario explorar melhor os mecanismos de atividades
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farmacoldgicas e pesquisas que avaliem a eficacia do Noni, principalmente como fungicida, pois apesar
de ser muito utilizado no meio popular como antifiingico, ha poucos estudos documentados a respeito
do seu potencial inibidor da C. albicans (GUPTA; SANTANA, 2012).

Outra planta muito utilizada para fins medicinais em tratamentos de enfermidades provocadas
por fungos e bactérias é a Melaleuca alternifolia, da familia Myrtaceae, também conhecida como "ar-
vore do cha". E oriunda da Australia e de suas folhas e ramos s&o extraidos os 6leos essenciais de
melaleuca (MOREIRA, 2010).

Estudos farmacoldgicos com o dleo da Melaleuca demonstraram que ele contém propriedades cica-
trizantes, antissépticas, bactericidas e expectorantes. De acordo com Corazza (2004), popularmente, o 6leo
é aplicado em tratamentos de cortes, ferimentos, arranhoes, infecgdes cutaneas fungicas e bacterianas.

O oleo de melaleuca contém, aproximadamente, 100 componentes, dos quais terpinen- 4-ol,
1,8-cineol, a-terpineol, terpinoleno e a- e y-terpineno englobam cerca de 90% da constituigao do dleo
(MARTINS, et al., 2010).

0 oleo de melaleuca possui comprovada agao antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, e alguns virus, além de forte desempenho como repelente contra pulgas, mosquitos
e piolhos (SIMOES et al., 2002). Ainda possui propriedades antissépticas, cicatrizantes e expectoran-
tes. Atualmente, devido a evidéncias de uso popular, o dleo é utilizado em tratamentos de ferimentos,
arranhdes, cortes e ferimentos por infecgdes flingicas e bacterianas (CORAZZA, 2004).

Observa-se que estudos feitos com a composi¢ao quimica e a atividade antimicrobiana do éleo
de M. alternifolia cultivada no Brasil apontam que ele dispde das mesmas caracteristicas quantitativas
e qualitativas do dleo australiano (SILVA, 2001).

A Candida albicans é uma levedura comensal encontrada facilmente na mucosa bucal, no trato
gastrointestinal, urogenital e na pele do ser humano desde o nascimento. O género Candida faz parte
da microbiota normal dos individuos saudaveis, no entanto, quando ha modificagdes nessa microbiota
ou perturbagdes do sistema imune do hospedeiro, as espécies desse género podem manifestar-se
agressivamente, tornando-se patogénicas (MELO, 2016). Estudos realizados comprovam que cerca de
20% a 50% da populagao possui Candida na cavidade bucal e a espécie C. albicans é responsavel por
60-90% dos isolamentos (SANTANA, 2013).

As manifestacgoes clinicas da espécie sao diversificadas, mas a forma mais comum em humanos
¢é a Candidiase, que nao se manifesta em hospedeiros em bom estado de saude. Para a manifestagao, é
necessario que o sistema imunoldégico do individuo esteja debilitado, o que facilita o crescimento do fungo
(MELO, 2016). Estudos também comprovaram que a Candidiase afeta mais de um tergo dos individuos
infectados pelo virus HIV, que podem apresentar qualquer uma das formas da doenga (NETO et al., 2005).

Segundo Santana (2013), os aspectos microbioldgicos da C. albicans é caracterizado pela mor-
fologia colonial Umida, cremosa e de odor especifico, tendo aspecto liso ou rugoso e coloragao branco
amarelada. O crescimento da espécie é realizado em temperaturas que variam entre 20°C a 38°C. O pH
acido também beneficia na sua proliferagao, sendo que a faixa ideal de pH varia de 2,5 até 7,5.

Santana (2013) também discorre que a Candida expressa uma série de estratégias especificas para
se estabelecer, colonizar, causar a doenca e superar as defesas de hospedeiros suscetiveis. Em vista disso, a
Candida albicans tem se mostrado resistente a medicamentos convencionais e, por isso, varias alternativas
estao sendo pesquisadas, entre elas, os tratamentos naturais que apresentam agao antifiingica eficiente.
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Em vista das fungoes antimicrobianas comprovadas por meio de estudos sobre o 6leo de me-
laleuca e do Noni, este estudo almejou testar in vitro dois extratos obtidos (Noni e 6leo de melaleuca),
como inibidores farmacoldgicos naturais de Candida albicans e verificar se esses extratos possuem
potenciais de inibi¢ao de crescimento do fungo. No Brasil, atualmente, as infecgoes fungicas sao lar-
gamente tratadas com o Fluconazol, as vezes de forma indiscriminada, pratica que pode induzir alguns
efeitos colaterais, culminando, algumas vezes, na desisténcia do paciente em continuar o tratamento
contra o fungo, acarretando assim, nas recidivas da infeccao por C. albicans.

2 METODOLOGIA
2.1 Preparacao do extrato de Noni

A obtengao do extrato de Noni foi realizada a partir do fruto maduro previamente descascado,
despolpado e as sementes foram retiradas. Em seguida, os frutos foram passados em uma peneira
de 400 micras e centrifugado a 600 x g durante seis minutos. Apds a centrifugagao, os sedimentos
filamentosos foram removidos com auxilio de peneira, para, em seguida, se filtrar o extrato em copo
coletor com uma peneira de 10 micras (NASCIMENTO et al., 2016).

2.2 Oleo essencial de Melaleuca
O extrato puro do 6leo de melaleuca foi obtido em farmacia por manipulagao na concentragao 10% (v/v).
2.3 Cultura do fungo C. Albicans

O meio Sabouraud Dextrose foi utilizado para o cultivo da levedura, que foi realizado em placas
de Petri pela técnica de espalhamento. A cultura foi mantida em estufa por um periodo de 7 a 14 dias
em temperatura de 28-30 °C.

2.4 Ensaio do efeito antimicrobiano do extrato de Noni e do 6leo essencial de Melaleuca
sobre C. albicans

Foram utilizados discos de papel de filtro de 6 mm, umedecidos com extratos de Noni e 6leo de
melaleuca nas concentragdes testadas: 40 mg/mL (Noni), 10%(v/v) colocados sobre o meio de cultura
sélido previamente inoculado em placas de Petri com os fungos.

Como controle positivo, foi realizado disco de papel impregnado com o antifingico sintético
Fluconazol (12 mg/mL). Como controle negativo, foi utilizado o etanol de cereal 70% (v/v). Todos os
testes foram realizados em triplicata e os halos de inibicao do crescimento foram medidos utilizando-se
um paquimetro. Todos os experimentos foram realizados de forma asséptica em capela de fluxo laminar
e em triplicata. Os testes foram realizados doze vezes em triplicata e os dados obtidos baseiam-se na
média estatistica dos halos de inibigao observados.

Para isso, os dados obtidos foram tabulados no Software Graph Pad Prism e as medidas dos
halos foram analisadas estatisticamente pelo teste One Way Anova.
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3 RESULTADOS

Os halos de inibicao foram medidos com auxilio de um paquimetro e duas das placas analisadas
podem ser vistas na figura 1.

Em todos os testes realizados, o 6leo de melaleuca foi o que apresentou o maior halo de inibigao,
seguido pelo Fluconazol. Pode-se observar, de acordo com as médias calculadas dos halos apresen-
tados, que o 6leo de melaleuca apresentou maior potencial de inibigdo, quando comparado ao controle
negativo e ao Noni (p= 0,0001), como pode ser visto no Figura 2. Nela, o 6leo de melaleuca mostrou ser
tao eficaz quanto o Fluconazol para inibir o crescimento da C.albicans in vitro, ndo havendo diferenga
estatistica entre as duas amostras comparadas. Esse dado é relevante uma vez que o Fluconazol é
um antifingico muito utilizado nas clinicas médicas e, além dos efeitos colaterais, ndo tem tido muito
sucesso no tratamento desse tipo de infecgao. Isso porque, o tratamento é longo e os pacientes o
abandonam antes da eliminagao completa do fungo (CASTRO et al. 2016).

De modo similar, Santos e Casteluber (2020) observaram que o 6leo essencial de melaleuca
mostrou-se tao eficiente quando o Itraconazol para inibir o crescimento de Sporotrix schenckii nos
ensaios in vitro. Carvalho et al. (2018), em sua pesquisa, mostraram a eficacia do 6leo essencial de M.
alternifolia contra Candida albicans, no qual foi observado que, na concentragao de 10" e 102, o dleo
essencial foi capaz de inibir 100% do crescimento fungico.

A eficacia do 6leo essencial de melaleuca também foi comprovada in vitro contra fungos fitopa-
togénicos como: Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e Alternaria alternata (MARTINS
etal., 2011). Estudos de Cox et al. (2001) e Sudjana (2012) sugerem que a Melaleuca alternifolia é ca-
paz de desnaturar proteinas, alterando assim as propriedades e fungoes desempenhadas pela parede
celular, o que ocasiona perda de componentes intracelulares e apoptose celular.

De acordo com os dados observados na Figura 2, o Fluconazol e o 6leo essencial de melaleuca
apresentaram uma maior capacidade em inibir o crescimento de C.albicans, quando comparados
ao extrato do Noni (p<0,001). No entanto, o Noni apresentou capacidade de inibir o crescimento de
C.albicans (p<0,05), quando comparado ao controle negativo de alccol 70% (v/v). Mesmo a eficacia do
Noni sendo menor do que a apresentada pelo Fluconazol para a inibigao de C.albicans, a utilizagao do
Noni contra a C.albicans mostrou-se favoravel nos testes in vitro, ja que halos de cerca de 10 mm de
diametro puderam ser observados, quando o extrato de Noni foi verificado em placas. Os dados per-
mitem sugerir que a utilizagao do Noni poderia ser uma alternativa para tratamento de C.albicans por
populagdes que nao tenham acesso a medicagao ou aquelas que deixaram de tratar com o Fluconazol
devido aos muito efeitos colaterais e a necessidade de utilizar esse medicamento por longos periodos.
Novos estudos precisam ser feitos in vivo, a fim de comparar se os extratos aqui testados poderao
desempenhar melhor efeito de inibicao, quando comparados ao Fluconazol ou até mesmo associando o
tratamento alternativo com o uso desse medicamento. Os estudos que apontam a utilizagao de plantas
medicinais ou seus extratos sao de suma importancia, pois colaboram para difundir os saberes das
propriedades terapéuticas das plantas e ampliar o conhecimento das potencialidades medicamento-
sas, impulsionando assim a utilizagao de fitoterapicos (STEFANELLO et al., 2018), principalmente por
pessoas que nao toleram os muitos efeitos adversos que podem ser causados pelo Fluconazol utilizado
por longos periodos (CASTRO et al. 2016).
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Figura 1: Halos de inibigao apresentados na analise das placas nos testes de difusdo em agar Mueller-
-Hinton. F - Fluconazol (controle positivo), M - Melaleuca, N -Noni, A-Alcoll 70% (controle negativo).

Fonte: autores

Figura 2: Eficacia do 6leo de Melaleuca e do extrato de Noni como inibidores de C.albicans.
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4  CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que o extrato de Noni e o 6leo essencial de melaleuca foram
capazes de inibir o crescimento da C.albicans. O 6leo de melaleuca foi a solugao teste que apresentou
o maior potencial como inibidor do crescimento desse fungo, apresentando halos de inibicao maiores
do que os observados com o Fluconazol. Os dados obtidos neste estudo podem sugerir que o 6leo de
melaleuca poderia ser utilizado como solugao tépica, sozinho ou somado ao Fluconazol, para auxiliar
no tratamento de C. albicans. Apesar do extrato do Noni ter apresentado halos menores de inibicao da
C.albicans, quando comparados ao medicamento controle (Fluconazol) e ao 6leo de melaleuca, ainda
assim sua utilizagao como inibidor do crescimento desse fungo foi observada. Uma alternativa poderia
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ser a utilizagao do Noni na forma de pomada ou lo¢ao a fim de concentrar os compostos antimicrobia-
nos presentes no extrato do fruto e desse modo, a aumentar sua capacidade em inibir o crescimento da
C.albicans. O aumento da concentracao dos fitoterapicos presentes no Noni poderiam induzir resposta
semelhante ao Fluconazol, sendo que ainda é necessario considerar o fato do baixo custo de produ-
¢ao e facilidade de encontrar o fruto no pais, o que justificaria essa abordagem. Os dados obtidos no
presente estudo permitem sugerir que o Noni seja também utilizado para complementar o tratamento
convencional, sendo necessarios estudos in vivo para confirmar essa afirmacao.

Além da vantagem de nao precisar ser ingerido, esse extrato e o 6leo essencial testados possuem
baixo valor comercial, 0 que atenderia também as populagdes de baixa renda que tém dificuldades no
acesso aos tratamentos médicos e aos medicamentos que sao mais caros e usados por longo tempo
até a cura. Desse modo, o 6leo essencial aqui testado e o extrato do Noni poderiam ser utilizados como
tratamentos alternativos contra as infecgoes por C.albicans.
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