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RESUMO

A candidiase ¢ uma doenca infecciosa causada por fungos oportunistas do género Candida.
Dessa forma, apesar de comumente estarem presentes na microbiana do intestino humano, as
quedas na imunidade podem acarretar na colonizagdo desordenada das mucosas e a invasdo de
orgaos por esses fungos. A maceracdo do Allium sativum L., in natura para extracdo de agente
ativo, proporciona uma metodologia vidvel e economica. Os teste antimicrobianos in vitro
demonstraram que o extrato ¢ eficaz no controle de candidas, resultando na reducdo de 72% da
populacdo de Candida parapsilosis; 57% para Candida glabrata e 47% para Candida krusei. A
técnica de encapsulamento com alginato de célcio ¢ uma alternativa vidvel como veiculo, com
boa permeabilidade de membrana e passagem do extrato. Os testes in vivo com extrato em
diferentes concentragdes, reduziu a motilidade das artémias o que sugere seu uso como
sanitizante ambiental.
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1. INTRODUCAO

A candidiase ¢ uma infeccdo causada por diferentes espécies de fungos do género
Candida, podendo afetar diversos sistemas do corpo humano, incluindo mucosas, 6rgaos internos
e o sistema imunoldgico (Vallabhaneni S., et al., 2020). Compreender a relacdo entre a
proliferagdo de fungos da candidiase e a satide humana e veterinaria ¢ fundamental para o
desenvolvimento de estratégias eficientes de prevengdo, diagnostico precoce e tratamento
(Pappas PG, et al., 2016).

O aproveitamento do A/lium sativum L. na elabora¢do de farmacos ¢ conhecido desde a
antiguidade e consta nos manuscritos de diversas civilizagdes (TORRES, Elizabeth; 2017). As
leveduras do género Candida ocupam a quarta posi¢do entre os principais causadores de
septicemia, representando cerca de 9% dessas infeccoes (SILVA,D.V..ef al.;2017). Dentre 1000
admissdes em hospitais brasileiros, de 1 a 6 casos sd3o de candidemia e desses, 50% levam o
paciente a obito (COLOMBO, A. et al., 2007). Portanto, a extragdo da alicina, e seu
encapsulamento para uso como fitoterdpico ou sanitizante, ¢ relevante para controle da
proliferagao
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2 MATERIAIS E METODO
2.1 Extracao da alicina e confec¢ao do extrato

Os bulbos de alho utilizados foram adquiridos na rede varejista da cidade de Santo André,
Estado de Sao Paulo, que ¢ abastecida pela industria agricola dos estados de Minas Gerais e
Goias. A principio, descascou-se e pesou-se os bulbilhos de alho, depositando em um almofariz
e adicdo de 20 ml de 4gua. solvente, aquecidos a 40°C. A maceragao ocorreu até a formagdo de
uma massa pastosa e homogénea.

2.2 Cultivo das cepas

Cepas ATCC® de Candida glabrata, Candida krusei e Candida parapsilosis, foram
cultivadas em DifcoTM Sabouraud Agar e incubadas a 28°C.

2.3 Testes microbioldgicos com o extrato (antibiograma)

Apo6s cultivo em agar Sabouraud, as cepas de Candida foram repicadas em agar Mueller
Hington, onde adicionamos os discos embebidos com diferentes concentragdes do extrato. Com
a obten¢do dos valores de halos, os dados foram transformados em area pela equagao de area da
circunferéncia (m x 2).

2.4 Encapsulamento com alginato de calcio

Para o encapsulamento com alginato de calcio (C6H706Ca), foram misturados 10 ml de
uma solugdo de alginato de sodio 0,75% (m/v) em 8 ml do extrato aquoso de alho. Para que
ocorresse 0 encapsulamento, gotejou-se a mistura de 10 ml de alginato de sddio e 8 ml de extrato
sob uma solugdo de CaC2 (cloreto de calcio) de concentragdao 0,5 mol/L. A mistura formou o
hidrocoloide alginato de célcio, complexando o extrato (Fig. 2).

2.5 Teste de toxicidade aguda em Artemia leach

Afim de avaliar as dosagens toxicas do extrato aquoso de alho na concentracao de 500
mg/ml, executou-se um teste de toxicidade em duplicata com 15 art€émias em cada tubo Falcon,
cada tubo contendo diferentes volumes de extrato aquoso de alho: 0,5 ml; 1,0 ml; 1,5 ml; 2,0 ml
e 2,5 ml. Cada tubo foi ajustado para 10mL utilizando agua salina e iniciamos a contagem do
tempo através de crondmetro.

2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi obtida por meio do Teste one-way ANOVA, seguido por anélise
do Teste Bonferroni. Todas as analises estatisticas relacionadas aos testes microbioldgicos foram
realizadas através do Software GraphPad Prism 5. Os asteriscos acima das linhas representam
as diferengas significativas entre as barras indicadas com

*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. Nos resultados de toxicidade, as andlises estatisticas
foram realizadas através do Software Programa R (software de andlise estatistica via linguagem
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de programacao).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Antibiograma para determinac¢io da concentracio

Para avaliarmos a acdo antifingica do extrato, efetuamos maceracdo em agua e
preparamos diferentes concentracdes: 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml, 200 mg/ml e 500 mg/ml.
Os resultados dos antibiogramas revelaram melhor inibi¢do das cepas na concentragdo de 500
mg/ml. Das extracdes obtidas, verificamos que duas faixas de temperatura eram as mais
interessantes para uso 25°C e 40°C. Na extrac¢do feita a 25°C obtivemos halos com didmetro
médio de 3,5 mm para C. glabrata, de 3 mm para C. krusei e de 7,2 mm para C. parapsilosis,
como demonstrado na Figura 1A.

Os maiores halos de inibicao foram registrados com a maceracao realizada a 40°C, como
ilustrado na Figura 1B, com média dos halos de inibi¢do de 9,1 mm para C. glabrata, de 7 mm
para C. krusei e de 11 mm para C. parapsilosis. Feita a comparacao das médias dos halos obtidos
com os dois extratos, aferirmos um aumento de 4 vezes da sensibilidade da C. glabrata ao
extrato a 40°C, seguido pelos aumentos médio de 2 vezes para C. krusei e de 2,5 para C.
parapsilosis. O comparativo entre as duas extracdes esta expresso na Figura 1C.
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FIGURA 1 - Halos de inibi¢ao e comparagao de extratos

Analise do crescimento da populagdo de Candidas in vitro, na preseng¢a do extrato
de maceragdo realizado em temperaturas de 25°C e 40°C. Foram pipetados 30 uL do extrato
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de 500 mg/ml em um disco de papel filtro. Os discos foram depositados sobre as Candidas apds
repique. As placas ficaram em incubadora a 28°C e os halos foram mensurados apds 24h de
cultura. Os dados expressos nos grdficos sdo representativos de 3 experimentos (n>3). Os
asteriscos acima das linhas representam as diferencas significativas entre as barras indicadas
com *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Com base nos resultados das medidas dos halos de inibi¢ao, formulamos um grafico para
demonstrar a eficiéncia do extrato na redu¢do das populacdes das cepas das Candidas analisadas.
Para isso, os halos obtidos foram convertidos em area pela equagao de area da circunferéncia (m
X R?). Em seguida, calculou-se a média de 4rea de inibi¢do em cada espécie e, assim, o valor
obtido foi subtraido da area controle equivalente a 30 mm. Os dados estdo ilustrados na Figura
2.

Mediante a andlise grafica, vemos uma queda significativa do crescimento fingico nas
trés espécies testadas, com uma redugdo de 72% na C. parapsilosis; 57% na C. glabrata e 47%
na C. krusei. Assim, mesmo na Candida mais resistente, o extrato aquoso de alho com 500
mg/ml reduziu pela metade a proliferacdo da cepa com apenas 30uL pipetados, evidenciando
assim, a relevante eficacia do extrato contra estas leveduras do género Candida.
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Figura 2: Reducao da populagdo de Candida através do extrato

Analise do crescimento da popula¢do de Candidas in vitro, na auséncia e na presen¢a do
extrato. Foram pipetados 30 uL do extrato de 500 mg/ml em um disco de papel filtro. Os discos
foram depositados sobre as Candidas apos repique. As placas ficaram em incubadora a 28°C e os
halos foram mensurados apds 24h de cultura. Os dados expressos nos grdficos sdo
representativos de 3 experimentos (n>3). Os asteriscos acima das linhas representam as
diferencas significativas entre as barras indicadas com *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

3.2 Teste microbioldgico com as capsulas
Para averiguarmos se as capsulas de alginato de sdédio e CaCl2 teriam
permeabilidade adequada para passagem do composto aquoso, realizamos um antibiograma, em

duplicata por placa, com duas placas para cada microrganismo, analisando no intervalo de 24
horas, a média dos resultados estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Antibiograma com o extrato encapsulado

Foram adicionadas em cada placa cinco cdpsulas unidas, agrupadas de maneira
superior e inferior na placa. O teste foi realizado em duplicata para a obtengdo de resultados
com n=4.

A partir dos halos obtidos, nota-se uma queda na inibi¢do das capsulas de 5% na C.
glabrata, 40% na C. krusei e 11% na C. parapsilosis, quando comparadas aos testes realizados
somente com extrato. Entretanto, essa baixa ¢ justificada pela ndo ocorréncia da violagdo das
capsulas, estando elas ainda intactas. E possivel que através de uma metodologia capaz de
verificar a liberagdo em caldo nutriente os resultados se aproximem dos obtidos com o extrato
direto.

3.3 Teste de toxicidade aguda em Artemia leach
Para determinar a toxicidade do extrato aquoso do alho, realizou-se um teste de

toxicidade cujo bioindicador foi a Artemia leach. Os volumes de agua salina e extrato divergiam
em cada tubo, assim, foi necessario realizar um calculo de diluicdo para determinar as novas
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concentragdes, como pode ser observado na Tabela 1:

Tabela 1 - Diluicdo do extrato nos tubos.

TUBOS Agua salina (ml) Extrato (ml) Concentracio (mg/ml)
1 9,5 0,5 25
2 8,5 1,5 75
3 8,0 2,0 100
4 7,5 2,5 125
5 7,0 3,0 150

Utilizando-se os valores obtidos de tempo de declinio na motilidade das artémias
relacionando com as concentracdes, foi formulado um grafico de morte por tubo, sendo o tempo
contabilizado em minutos. O tubo 1, de volume equivalente a 0,5 ml de extrato (25 mg/ml) foi
descartado dos resultados, uma vez que nenhuma morte foi registrada no periodo de 24 horas. O
grafico de barra demonstra a influéncia das concentragdes no intervalo de morte das artémias.
Com os resultados, foi possivel a verificacdo do efeito do extrato aquoso de alho de concentracao
de 500 mg/ml como sanitizante. Ambos os graficos podem ser observados na Figura 4.
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Figura 4: Ensaio de toxicidade

Grdfico de linhas: Esse grafico mostra as curvas formadas pelos tempos de morte (em
minutos) em cada um dos tubos, bem como a eficiéncia de cada quantidade de alho testada nos
diferentes tubos. Os tubos 2, 3, 4 e 5 representam, respectivamente, os volumes de 1,5; 2,0; 2,5 e
3,0 ml de extrato. Fonte: Software Programa R, 2017. Grdfico de tubos: E um modelo de grdfico
denominado boxplot que expressa os valores minimos e mdaximos e a mediana para cada tubo.
Os circulos fora das caixas sdao os outliers (valores extremos, fora da normalidade do restante
dos dados). Fonte: Software Programa R, 2017.

Com a analise do boxplot ¢ notério o desvio entre a primeira e a ultima morte de cada
tubo, destacando a média de tempo de morte. Percebemos uma relacdo direta entre a
concentracdo e a acdo sobre a natagdo das artémias. A concentracdo de 150 mg/ml (tubo 5) foi
mais eficiente como sanitizante.

4 CONCLUSAO
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O extrato aquoso de A/lium sativum L., é eficiente como antibidtico natural para as cepas
de C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusei.

O encapsulamento ¢ uma alternativa vidvel para aplicacdo do extrato, também
melhorando a aceitagdo publica pela inibi¢ao do odor caracteristico.

O uso como sanitizante ambiental mostrou-se promissor, ainda mais por mostrar a¢ao
inibitoria em concentragcdes mais baixas do que para as cepas de candida.

REFERENCIAS

COLOMBO et al. Prospective observational study of candidemia in Sao Paulo, 37 Brazil:
incidence rate, epidemiology, and predictors of mortality. Infect Control Hosp Epidemiol
p.570-576, 2007.

Pappas PG, et al. "Clinical Practice Guideline for the Management of Candidiasis: 2016 Update
by the Infectious Diseases Society of America." Clinical Infectious Diseases, vol. 62, no. 4,
2016. doi: 10.1093/cid/civ933.

SILVA, Daiana Vieira, et al. “Avaliacdo da atividade antimicrobiana e anti- inflamatoria do
extrato Hidroalcéolico do Allium sativum”. Universidade Tuiuti
Disponivelem:<http://www.utp.br/tuiuticienciaecultura/ciclo_4/tcc43 FACBS/pdf’s/art 3.p df>.
Acesso em 21 de abril de 2022.

TORRES, Elizabeth. Efeito do processamento do alho (Allium sativum L.) sobre os seus
compostos bioativos e potencial antioxidante in vitro e in vivo. P6s graduagao (Po6s graduacao
em Nutricdo em saude publica) Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010. Disponivel em
http://www.scielo.br/pdf/abd/v79n6/a05v79n6.pdf>. Acesso em 25 de julho de 2022.

Vallabhaneni S., et al. "Epidemiology and Risk Factors for Candidemia: A Nationwide
Surveillance Study in the United States From 2008 to 2011." Clinical Infectious Diseases, vol.
65, no. 2, 2017. doi: 10.1093/cid/cix311.

DOI: 10.51161/iii-conamic/20631



