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ReEsumo

A Candidiase é uma das micoses oportunistas mais comuns da atualidade, devido a sua alta frequéncia
em acometer pessoas imunologicamente comprometidas. Candida albicans é a principal espécie
envolvida nas infec¢des, causando cerca de 60% das manifestagdes clinicas, que podem variar desde
uma infec¢do localizada de mucosas, até uma doenca disseminada, potencialmente fatal. O uso
excessivo de fairmacos convencionais para o tratamento dessa doenga, propicia o surgimento de
leveduras resistentes sendo assim, ha necessidade de descobrir tratamentos alternativos que sejam
eficazes contra o fungo e minimizem os efeitos colaterais. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a atividade antifingica “in vitro” do alho, sobre amostra de Candida albicans (ATCC 90028),
através de técnica de difusdo em agar e através de analises morfoldgicas. Foram testadas para isso
a agdo do alho cortado em lascas, um extrato concentrado de alho e o extrato embebido em papel
filtro. Pela técnica de difusdo em agar, todas as variaveis testadas tiveram efeito inibitdrio sobre a
C. albicans, quando comparados com o controle utilizando apenas salina. Com rela¢io aos estudos
morfoldgicos, quando acrescentado o extrato de alho no meio agar fuba, nao houve formagio de
clamiddsporos terminais pela levedura, e quando o extrato foi incubado com soro para induzir a
formagao de tubos germinativos, também teve efeito inibitério, além de ter agdo fungicida quando
semeado em agar Sabouraud, apds essa incubagdo. Sendo assim, o alho (Allium sattivum) teve um
efeito antifiingico em todos os testes realizados, inibindo o crescimento e filamentagao de Candida
albicans.

ANTIFUNGAL ACTIVITY OF GARLIC (ALLIUM SATIVUM) ABOUT CANDIDA ALBICANS
Candidiasis is one of the most common opportunistic mycoses nowadays due to its high frequency in
affecting immunologically compromised individuals. Candida albicans is the main species involved
in infections, causing about 60% of clinical manifestations, extending from localized mucosal
infection to a potentially fatal widespread disease. The excessive use of candidiasis conventional drugs
causes the emergence of resistant yeasts and thus, there is a need to discover effectives alternative
treatments against the fungus and minimize the side effects. The objective of the present study
was to evaluate the antifungal in vitro activity of garlic on Candida albicans (ATCC 90028) by agar
diffusion technique and morphological analysis. The action of the sliced garlic cuts, a concentrated
garlic extract and the extract soaked in filter paper were tested. Agar diffusion technique shows
that all variables have an inhibitory effect on C. albicans growth, when compared to the saline
control. Regarding the morphological studies, when the garlic extract was added in the corn meal
agar, there was no formation of terminal chlamydospores by the yeast, and when the extract was
incubated with serum to induce the formation of germ tubes. It also had an inhibitory effect, besides
showing fungicidal action when sown on Sabouraud agar after this incubation. Thus, garlic (Allium
sattivum) had an antifungal effect in all the tests performed, inhibiting the growth and filamentation
of Candida albicans.
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INTRODUCAO

Candidiase é uma micose oportunista causada por leveduras do género Candida, que apresenta varia-
das manifestagoes clinicas, podendo causar desde uma infec¢do localizada de mucosas até uma doenca
disseminada potencialmente fatal. Pode acometer varios locais anatomicos, e é causada pelo crescimento
excessivo da levedura, sendo a Candida albicans a espécie mais comum, estando presente em 60% dos
isolados clinicos, além de outras espécies como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, entre outras (PEI-
XOTO et al., 2014; BARBEDO; SGARBI, 2010; FREIRE et al., 2016).

A espécie albicans apresenta distintas morfologias, sendo sua fase unicelular leveduriforme capaz de
se reproduzir assexuadamente por brotamento, podendo formar hifas verdadeiras e pseudo-hifas, que
sao estruturas envolvidas na patogenicidade da levedura quando ocorre variagao de temperatura e pH
(SUDBERY et al., 2004). Nessa espécie pode ocorrer a formagdo de clamiddsporos, que sdo estruturas
de resisténcia, ajudando na diferenciagio das espécies (WHITEWAY; BACHEWICH, 2007). E a espécie
com maior diversidade de fatores de viruléncia descobertos, por isso a que se tem maior conhecimento
patogénico (FREIRE et al., 2016).

Sabe-se que cerca de 20 a 80% da populagdo adulta saudavel possui espécies de Candida no trato
gastrointestinal, e em mulheres, cerca de 20 a 30% apresentam colonizagdo vaginal por esse grupo de
leveduras (COLOMBO; GUIMARAES, 2003). Sdo componentes da microbiota, sendo encontradas na
pele e mucosas, e esta presenca acredita-se que estd ligada a passagem do bebé pela cavidade vaginal no
momento do parto ou durante o procedimento cirurgico. Estas leveduras podem ser encontradas no
recém-nascido em sua boca e trato gastrointestinal. Apesar de serem considerados fungos oportunistas,
em condi¢des normais e em organismos sadios, sua presen¢a nao é patogénica. Porém, a situagao se altera,
quando o organismo do hospedeiro sofre modificagdes e se torna suscetivel, favorecendo a infecgdo pela
levedura, e consequentes manifestagdes clinicas (ALANGADEN, 2011; RIBEIRO et al., 2004).

Varios fatores contribuem para essas infec¢des, entre eles, o rompimento de barreiras cutanea e mucosa,
disfungdo dos neutroéfilos, defeito na imunidade mediada por células, desordens metabdlicas, exposi¢do
direta aos fungos, extremos de idade (recém-nascidos e idosos), alteragdes hormonais, desnutricdo aguda,
longo tratamento com antibidticos, quimioterapia, transplantes, resisténcia a antifingicos, entre outros
(GIOLO; SVIDZINSKTI, 2010; FREIRE et al., 2016).

Como forma mais comum temos a candidiase mucocutinea, acometendo cavidade oral e vaginal. A
candidiase cutanea abrange areas umidas do corpo como espagos interdigitais, regides das mamas, axilas,
pregas das virilhas e debaixo das unhas (PEIXOTO et al.,, 2014).

A candidiase vulvovaginal ¢ uma das doengas fingicas mais frequentes dentro da esfera genital. Esti-
ma-se que trés quartos da popula¢ao feminina mundial manifeste a doenga em alguma ocasiao de suas
vidas, e em muitas delas, a doenga é recorrente. Os principais fatores de predisposi¢do para esse tipo de
candidiase sdo: alto teor de glicogénio, a gravidez, a antibioticoterapia, diabetes, contraceptivos orais,
terapia de reposicdo estrogénica, imunossupressores, tipo de vestimenta intima. As leveduras do género
Candida, especialmente C. albicans, fazem parte da microbiota normal da vagina de algumas mulheres,
sendo assim, em algumas circunstancias, como o desequilibrio do pH por alteragdes hormonais, fazem
com que a populagdo desta levedura aumente desencadeando uma vaginite irritante, com corrimento,
prurido, que pode ser acompanhada por uretrite e disdria, muitas vezes simulando uma infec¢ao do
trato urinario (TOZZO; GRAZZIOTIN, 2012; FONSECA et al., 2014;; FREIRE et al., 2016). Em um
estudo desenvolvido na Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), foram avaliadas 179 pacientes
com suspeita clinica de vaginite fingica, com idades entre 18 e 65 anos e as espécies isoladas foram: C.
albicans (70%), C. glabrata (20%), C. tropicalis (7,5%) e C. guilliermondii (2,5%) (BOATTO et al., 2007).

Asleveduras do género Candida sp. também sdo comuns como comensais na cavidade bucal, e quando
ocorrem problemas relacionados a imunidade do hospedeiro, as infec¢des se desenvolvem. Chaves e
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colaboradores (2013) realizaram um estudo para determinar a prevaléncia de leveduras deste género na
cavidade bucal de pacientes transplantados renais e observaram que cerca de 70 cepas foram isoladas de
111 receptores de transplante, e a espécie mais encontrada foi a Candida albicans (82,86%).

Na candidose, ou estomatite induzida por prétese, a Candida albicans atua como o patégeno mais
importante e mais virulento. A prevaléncia da candidose situa-se entre 11 e 67% dos usudrios de proteses
dentarias e removiveis (SILVA, 2005). Gasparetto et al. (2005) observaram que a espécie predominante é
a Candida albicans constituindo de 60 a 90% do total dos isolados da cavidade oral seguido por Candida
tropicalis e Candida glabrata. A associagao da Candida albicans como principal patdgeno estd diretamente
relacionada a sua eficiéncia em aderir e colonizar as superficies de proteses dentarias e também das lesoes
causadas pelas proprias préteses dentarias.

Thomas et al. (2017), realizaram um estudo com 45 criancas com idades variando entre 4 e 6 anos,
que possuiam cdries, e constataram a eficacia do uso do alho quando incorporado na solugdo de enxague
bucal, comparando ao grupo controle.

A Candidiase sistémica é a forma clinica mais preocupante pois vem aumentando incontrolavelmente
devido ao grande niimero de pacientes imunodeprimidos como principais alvos dessas infecgoes (GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010). O principal meio de transmissao ¢ por via endogena, em que as espécies de Candida
que fazem parte da microbiota de vérios sitios anatdmicos, sob condi¢oes de debilidade do hospedeiro,
se comportam como patogenos oportunistas, disseminando-se por varios 6rgaos. Outro mecanismo
de infecgdo, ndo menos importante e consideravel é por via exégena, que acontece principalmente por
meios das maos de profissionais da satide, ou através de materiais médico-hospitalares contaminados
pelo fungo, ndo higienizados adequadamente, como catéteres, sondas, solugdes intravenosas (GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010).

Uma preocupagao que vem crescendo na area da microbiologia é o aumento da resisténcia dos mi-
crorganismos aos farmacos antifungicos. E essa resisténcia é um problema grave de saude porque sua
ocorréncia leva a surtos de infec¢des que podem resultar na morte do paciente. O uso de antifungicos
de maneira profilatica nos pacientes de maior risco vem alterando o perfil de sensibilidade das levedu-
ras. O antifingico mais utilizado é o fluconazol, e ele ¢é responsavel pela diminuigdo das infec¢des por
C. albicans por elas serem mais sensiveis a ele, e também pelo aumento das infec¢des por espécies nao
albicans, como a C. glabrata e C. krusei que apresentam resisténcia ao antifungico (COLOMBO et al,,
2006; TALARMIN et al., 2009).

As espécies C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis tem boa suscetibilidade aos antifungicos polienos,
fluocitosina, azoélicos e equinocandinas. A C. glabrata possui uma baixa sensibilidade aos antifingicos
fluconazol e anfotericina B e é mais sensivel aos antifingicos equinocandinas, voriconazol e posacona-
zol. Ja a C. krusei apresenta resisténcia natural ao fluconazol, apresentando uma sensibilidade menor
a anfotericina B e uma sensibilidade maior aos azélicos e as equinocandinas (DODDS ASHLEY et al.,
2006; ODDS et al., 2003).

Estudos mostram um crescente aumento de infec¢des causadas por espécies nao albicans, e estas cada
vez mais apresentam resisténcia aos antifungicos, sendo seu uso prolongado responsavel por alterar o
perfil de sensibilidade das cepas. O numero crescente de espécies resistentes aos antifungicos faz com
que sejam necessarios estudos epidemioldgicos para que essas alteragoes sofridas pelas espécies possam
ser monitoradas, atualizando os padrées de suscetibilidade (MIMICA et al., 2009).

Apesar dos antibioticos sintéticos serem fundamentais para o tratamento da maioria das infecgdes,
pode ser que ndo sirvam para todos os tipos de leveduras, podendo trazer reagdes adversas e com o
tempo apresentar resisténcia (FONSECA et al., 2014). E crescente o ntimero de infec¢des por Candida
sp resistentes a antifiingicos, principalmente no ambiente hospitalar, tendo elevado a taxa de insucesso
na terapéutica contra essa infec¢io, aumentando a morbidade e mortalidade dos pacientes (FREIRE et
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al., 2016).

A busca por produtos naturais que apresentem uma a¢ao antifingica eficiente tem se mostrado uma
alternativa necessaria. Varios produtos naturais a base de alecrim, barbatimao, alho, bardana, gengibre,
capim cidreira, ja tiveram suas atividades antimicrobianas avaliadas e mostram-se efetivos no controle
biolégico de microrganismos (CAVALCANTI et al., 2011).

No Brasil, o uso de plantas medicinais é baseada na pratica indigena e influenciada pelas culturas
africana e portuguesa, sendo assim, o governo estimula o uso dos recursos naturais para a promogao da
satude através de tecnologias eficazes, visando a integra¢ao do ser humano com o meio ambiente (MI-
LANTI et al., 2016).

C. albicans é a principal levedura isolada em infec¢des nosocomiais, e o principal agente de fungemia
no mundo. A sensibilidade desse agente a antifiingicos tem sido extensivamente estudada no Brasil e no
mundo. A utilizagdo de plantas medicinais pode ser uma alternativa terapéutica bastante util devido a
sua eficdcia, baixo custo operacional, aliada a relativa facilidade para a aquisi¢do destas pela populagdo
e compatibilidade com a cultura regional (FREIRE et al., 2016). Extratos vegetais e 6leos essenciais tém
sido fonte de vérias pesquisas que validam sua eficacia (AQIL et al., 2010; CASTANO et al., 2011; SOUZA
et al., 2007).

Atualmente uma das opgdes para o controle dos fungos é o uso de extratos obtidos de uma gama de
espécies botanicas, que promovem a inibigdo dos fitopatégenos de natureza fungica. Varios estudos ja
foram realizados e demonstraram a eficacia do alho no combate e profilaxia de infecgdes fungicas (RO-
DRIGUES et al., 2009; SANTOS et al., 2010; DALIRSANTI et al., 2011; FONSECA et al., 2014; MILANI
et al.,, 2016).

Alguns estudos compararam o efeito antimicrobiano do alho com penicilina, estreptomicina e outros
antibidticos, e os resultados comprovaram o efeito inibidor do crescimento de algumas bactérias até entao
resistentes a um ou mais antibioticos (RODRIGUES et al., 2009).

Allium sativum é uma planta herbacea, caracterizada por um bulbo (cabeca) dividido em dentes (bul-
bilhos). Atualmente ja foram identificados 30 componentes presentes no alho com efeito terapéutico,
tendo varios compostos de organoenxofre como oligossacarideos, flavonoéides e selénio, dentre o mais
notavel, a alicina que possui a¢do antiviral, antifiingica e antibiotica, possui também um consideravel
teor de selénio agindo como antioxidante. Alguns compostos sulfurados presentes no alho possuem
atividade hipotensora, hipoglicemiante, hipocolesterolémica e antiagregante plaquetdria, reduzindo
o risco de doengas cardiovasculares. As demais substancias encontradas no alho possuem atividade
imunoestimulatdria e antineoplasica. O componente ativo do alho com atividade antifiingica é o ajoene,
formado a partir da alicina e da enzima alinase. Embora as propriedades antifungicas do ajoene estejam
bem documentadas, os mecanismos exatos de atuagdo sobre a célula fingica nao sdo claros, supde-se
que esse composto interfira na parede celular da levedura, alterando sua fungdo (APOLINARIO et al.,
2008; FONSECA et al., 2014; BURIAN et al., 2017).

Diante das dificuldades com relagdo ao tratamento de infec¢des por leveduras do género Candida, a
pesquisa foi realizada para testar a atividade do alho, um alimento muito utilizado na culinaria, sobre
Candida albicans espécie que geralmente acomete regides de mucosa oral e vaginal, visando minimizar
e prevenir a infecgdo, sem o uso de medicamentos que poderiam causar efeitos colaterais e resisténcia
a longo prazo.

OBJETIVO

Avaliar a atividade antifiingica “in vitro” do alho, sobre amostra de Candida albicans (ATCC 90028),
através de técnica de difusdo em agar e através de andlises morfoldgicas (microfilamentagdo em agar
fuba+tween-80 e prova do tubo germinativo).
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METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Micologia Clinica da Universidade de Araraquara-UNIA-
RA. Foi utilizada amostra de Candida albicans (ATCC 90028), mantida em micoteca e o alho brasileiro,
obtido em supermercado. Para obtengdo do extrato bruto, os bulbilhos do alho (aproximadamente 10),
foram prensados com auxilio de um espremedor, e a massa obtida foi colocada em um almofariz e ma-
cerada com auxilio de um pistilo. Gaze estéril foi utilizada para espremer a massa dentro de um béquer,
para obtencdo do extrato bruto.

Foi testada a atividade antifungica do alho (Allium sativum) sobre a Candida albicans, através do teste
de Difusao em agar, microfilamenta¢ao em agar fuba + tween-80 e prova de tubo germinativo. Também
foi testada a viabilidade da levedura em agar Sabouraud ap6s ficar em contato com o alho por 2 horas.
Todos os testes foram feitos em triplicata.

Foi utilizado como controle positivo de crescimento, solugdo salina estéril e como controle negativo
suspensdo comercial de nistatina: 100.000 UI/ml.

DIFUSAO EM AGAR

PREPARO DO MEIO DE CULTURA

Foi preparado agar Sabouraud-dextrose e distribuido em placas grandes (60 ml) esterilizadas. As placas
foram deixadas em estufa bacterioldgica por 24 horas a 37°C para controle de esterilidade.

PREPARO DA SUSPENSAO DA LEVEDURA
A partir de repique de 24 horas em agar Sabouraud-dextrose, foi preparada suspensao de Candida
albicans (ATCC 90028), correspondente a escala 1,0 de McFarland (3,0 x UFC/ml) em salina estéril.

TECNICA DE DIFUSAO EM AGAR

As placas contendo agar Sabouraud foram inoculadas com a suspensao da levedura, utilizando Swab
estéril, passando uniformemente sobre a superficie do meio. As placas foram mantidas em repouso por
aproximadamente 5 minutos em temperatura ambiente, para melhor absor¢iao do in6culo no meio de
cultura.

Apos essa etapa foram realizados pogos na placa utilizando tubo de ensaio (1 cm de didmetro) esterili-
zado na chama do bico de Bunsen. Foram realizados seis pogos em uma das placas para serem inoculados
200pl: duplicata do extrato bruto do alho; controle positivo (solu¢ao salina estéril); controle negativo
(suspensdo de nistatina).

Em outra placa os testes foram feitos com discos esterilizados e embebidos com o extrato, salina e
nistatina. Também foi colocado o alho cortado em lascas sobre a superficie do agar.

As placas foram incubadas a 30° C por até 72 horas, em seguida realizada a leitura e verificagao da
presenca ou auséncia de halos de inibigéo.

MICROFILAMENTACAO EM AGAR FUBA+ TWEEN -80

Esta técnica baseia-se no principio de que leveduras quando incubadas num meio com alta concentra-
¢ao de polissacarideos e Tween 80, em baixa tensdo de oxigénio, apresentam a capacidade de filamentar,
formando pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras.

A técnica foi realizada em placa de Petri onde foi colocada uma ldmina de vidro sobre um suporte
em U e o meio de cultura (dgar fuba + Tween 80) foi distribuido, formando uma pelicula sobre a lami-
na. Apds a solidificacdo do meio, a levedura foi semeada em estrias sobre o meio, cobrindo em seguida
com a laminula e umedecida com agua estéril. A placa foi incubada a 25°C durante 2 a 3 dias e apds esse
periodo foi observada a morfologia a0 microscépio, colocando a lamina sobre este e visualizando em
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aumento de 400X.

A espécie albicans através dessa técnica, forma pseudo-hifas com clamidoconidios globosos e terminais,
que sdo estruturas assexuadas de parede espessa com material lipidico e glicogénio.

Para testar a atividade do alho sobre a filamentacgao das leveduras, foi adicionada uma gota do extrato
bruto e em outro teste uma gota de nistatina ao dgar fuba antes de verter na placa de microcultivo. A
levedura foi semeada em seguida e incubada conforme a técnica descrita acima.

PROVA DO TUBO GERMINATIVO

A prova do tubo germinativo ¢ atualmente aceita como confiavel para a identificagdo de Candida al-
bicans. E um teste que caracteriza rdpida e presuntivamente as leveduras do género Candida. A presenga
do tubo germinativo em duas horas é importante para a identificagdo da espécie albicans, sendo que as
outras espécies também podem forma-lo, mas depois desse periodo. O tubo germinativo nao deve ser
confundido com pseudo-hifas, pois os tubos nao formam constri¢do no ponto de ligagao com a célula
filha, enquanto pseudo-hifas podem ser septadas e apresentam constri¢do.

A técnica foi realizada com al¢a de platina semeando pequena quantidade de cultura pura e recente
da levedura em tubo de ensaio com 0,5 ml de soro humano e incubando a 37° C por no maximo 3 horas.
Apos 2 horas, foi coletada duas alcadas do soro e analisado ao microscépio entre lamina e laminula. A
Candida albicans é capaz de formar o tubo germinativo em até 3 horas. Para testar a atividade inibitdria
do alho sobre a formagao de pseudo-hifas e tubo germinativo, foi adicionado ao soro 1 gota do extrato
bruto de alho e como controle negativo 1 gota da suspensao de nistatina. Foi realizado controle positivo,
utilizando apenas o soro para visualizacdo dessas estruturas.

TESTE DE VIABILIDADE

Apds incubagdo com o soro e montagem em lamina, foi semeada uma al¢ada da levedura, em todas as
condicodes testadas, em tubos contendo agar sabouraud-dextrose e em seguida incubados a 30° C por 72
horas. Apos esse tempo foi verificado a auséncia ou presenca de crescimento das leveduras, indicando ou
ndo a acao fungicida do alho e da nistatina, quando comparados ao controle de crescimento (apenas soro).

RESULTADOS
Os resultados obtidos demonstraram que houve atuag¢ao do alho sobre a amostra de Candida albicans
testada.

Técnica de Difusdo em Agar

Na figura 1 pode-se observar que houve inibi¢do do crescimento de Candida albicans em todos os
testes realizados com o alho:

1. Extrato aquoso de alho macerado;

2. Alho cortado em lascas;

3. Discos embebidos no extrato aquoso de alho.

Nao houve crescimento de leveduras ao redor do controle negativo utilizando nistatina (4 e 5) e houve
crescimento ao redor do controle positivo quando s6 foi utilizado a solugéo salina (6 e 7).
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Figura 1 - Técnica de difusdo em agar. 1. Extrato aquoso concentrado de alho em pogos; 2. Alho in
natura (lascas), 3. Discos de papel embebidos em extrato aquoso de alho; 4. Controle negativo de cresci-
mento (Nistatina) em pocos, 5. Discos de papel embebidos em Nistatina (controle negativo); 6. Contro-
le positivo de crescimento (salina) em pogos; 7. Discos de papel embebidos em salina (controle positivo).

Fonte: Elaborado pelas autoras.
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MICROFILAMENTACAO EM AGAR FUBA + TWEEN 80

Candida albicans tem capacidade de filamentar e formar clamiddsporos terminais quando cultivada
em condi¢des de baixa tensdo de oxigénio e alta concentragdo de polissacarideos.

Pode-se observar que houve inibi¢do da formagdo dessas estruturas quando apenas 1 gota do extrato
aquoso de alho foi incorporado ao meio de cultivo e depositado em lamina (figura 2A) e também quando
a nistatina foi adicionada (figura 2B) e houve filamentagao e formagao de clamidosporos terminais quando
as leveduras foram cultivadas apenas em Agar fubd + T80 (figura 2C)

Figura 2 - Imagens mostrando a auséncia e presenca de microfilamentagdo por Candida albicans (au-

mento de 400x). A e B: auséncia de clamidosporos terminais quando utilizado 1 gota do extrato aquoso

do alho e solucdo de nistatina (controle negativo), respectivamente; C: presenga de clamidosporos ter-
minais (controle positivo).

A

Fonte: Elaborado pelas autoras.
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PROVA DO TUBO GERMINATIVO

Candida albicans é capaz de formar pseudo-hifas e tubo germinativo rapidamente em condigdes que
mimetizem o nosso organismo. A técnica é realizada com soro humano e incubada por no maximo 3
horas a 37°C.

Nao houve formagao de tubo germinativo, nem de pseudo-hifas quando foi adicionado ao soro 1 gota
do extrato aquoso do alho (figura 3A) e 1 gota da solu¢ao de nistatina (figura 3B). Quando foi utilizado
apenas o soro, essas estruturas se formaram em apenas 2 horas (figura 3C).

Figura 3 - Imagens mostrando a inibi¢do e a formagao do tubo germinativo com 2 horas de incubagao
em soro humano (aumento de 400x). A: C. albicans em soro + 1 gota do extrato aquoso de alho; B: C.
albicans em soro + Nistatina; C: C. albicans apenas em soro, mostrando a presenca do tubo germinativo.

Fonte: Elaborado pelas autoras.
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Teste de viabilidade

Apos 2 horas de incubagao da levedura no soro em diferentes condigoes, foi realizada a semeadura
de 1 algada deste, em agar Sabouraud e incubado por 72 horas a 30°C, podendo-se observar que houve
crescimento apenas no tubo onde nao havia sido colocado o alho e a nistatina, mostrando que além de
inibir a formacao de qualquer estrutura de filamentagéo, o alho teve efeito fungicida como a nistatina.

Figura 4 - Semeadura de C. albicans em agar Sabouraud, apos incubagdo em soro. A: C. albicans + soro
+ extrato aquoso de alho, mostrando auséncia de crescimento; B: C. albicans + soro + nistatina, mos-
trando auséncia de crescimento; C: C. albicans + soro, mostrando crescimento.

Fonte: Elaborado pelas autoras.

Discussio

As infecgdes por leveduras do género Candida sao responsaveis por um numero elevado de complicagdes
que ocorrem tanto na area médica quanto odontolégica. Sendo assim, a micologia médica ao longo dos
anos vem apresentando mudangas significativas com relagdo ao nimero crescente de métodos diagnosticos
e terapéuticos utilizados em seu tratamento. Os farmacos utilizados algumas vezes apresentam toxicidade
causando resisténcia e recorréncia em alguns casos, havendo a necessidade de descobrir tratamentos
alternativos que sejam eficazes contra o fungo minimizando os efeitos colaterais.

Atualmente vérias plantas e produtos naturais tem sido estudado para avaliacao da atividade anti-
fungica, mas fica dificil a comparagao dos resultados ja que diferentes apresentagdes dos produtos sao
utilizadas (tinturas, extratos, dleo essencial, dentre outros) e diferentes metodologias também sdo em-
pregadas (FREIRE et al., 2016).
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A Organiza¢ao Mundial da Satde (OMS) relata que o comércio de medicamentos fitoterapicos no
Brasil gira em torno de 5% do mercado total, sendo o pais com maior diversidade de plantas com poten-
cial terapéutico, incluindo o alho em estudos recentes e confirmac¢ao de sua agdo contra varias doencas
(RODRIGUES et al., 2009; FONSECA et al., 2014; MILANI et al., 2016)

A insercdo de um tratamento alternativo e natural para a candidiase é importante, pois desta forma
o organismo do paciente, que geralmente esta comprometido imunologicamente, ndo sofre tanto com
os tratamentos realizados com drogas sintéticas, por que diminui a agressao ao seu organismo. Os tra-
tamentos alternativos proporcionam até mesmo uma prevengao, pois podem ser inseridos na alimen-
tagdo do paciente, ou serem aplicados topicamente, diminuindo as chances de resisténcia causadas pelo
microrganismo. Sendo assim, o alho poderia ser uma 6tima opgao para pacientes sob tratamento que
desenvolvem a candidiase cutaneo-mucosa (oral, vaginal, intertriginosa).

Apesar da candidiase oral ndo ser uma doenc¢a mortal, compromete a degluticdo, o paladar, causa dor,
levando a uma diminui¢do do apetite em pacientes que ja se encontram debilitados. Além disso, essa
forma clinica, pode levar a complicagdes do tipo orofaringeas, esofagicas e sistémicas. O tratamento da
candidiase oral ¢ simples e geralmente os resultados utilizando antifiingicos tépicos sao eficazes, mas
em casos de imunossupressao existem altas taxas de recorréncia ou recidivas, sendo necessario muitas
vezes uma combinacio de terapia sistémica e local (FREIRE et al., 2016)

Pensando nessa problematica, o alho seria uma alternativa extremamente saudavel, barata e eficaz
para a profilaxia de candidiase oral em pessoas saudaveis e comprometidas imunologicamente. Estudos
comprovam a atividade do alho (Allium sativum) sobre cepas de Candida albicans isoladas da cavidade
oral de pacientes com doenga periodontal e sob radioterapia (RODRIGUES et al., 2009; VENTUROSO
etal., 2011).

Além da forma oral, estudos ja foram realizados pensando em minimizar os efeitos da candidiase
vulvovaginal e infec¢des bacterianas. Fonseca e colaboradores (2014) testaram o alho intravaginal em
nove mulheres sintomaticas e observaram que foram eliminados todos os sintomas causados pela infec-
¢do vaginal e apenas uma paciente relatou irritabilidade descontinuando o tratamento. A partir desses
resultados de que o alho in natura inibiu o crescimento microbiano, pode ser sugerido para tratamento
de infecgdes vaginais. Alguns profissionais ja indicam para mulheres com infecgao fingica e bacteriana,
aintrodugao intravaginal de um bulbilho de alho durante cinco noites e os resultados obtidos na cultura
sdo promissores. A maioria das usudrias ndo relatam irritacdo, ardéncia ou qualquer outro efeito adverso.
Outros estudos devem ser realizados para desenvolver formulagdes mais atrativas, menos irritantes para
aplicagdo tdpica do alho na vagina das mulheres e metodologias para avaliag¢ao terapéutica.

No presente estudo, foi verificado que a maior inibi¢do de C. albicans, ocorreu quando foi utilizado o
extrato macerado de alho, feito a partir dos bulbilhos, quando comparado as lascas aplicadas diretamente
sobre a placa semeada e também comparando-se com o antifiingico utilizado (nistatina). Isso pode ter
ocorrido pois quando o extrato foi preparado, foi realizada uma maceragdo dos bulbilhos e rompimento
da tdnica ou membrana externa do alho, o que possivelmente possibilitou a liberagdo e agdo de seus com-
ponentes ativos. O ajoene é o composto ativo do alho com propriedades antifingicas, sendo formado a
partir da mistura da alicina e da enzima alinase, sendo assim, quando o alho é picado ou macerado esses
dois compostos se juntam para formar o ajoene, explicando assim a maior a¢ao antifingica do extrato
(BURIAN et al., 2017).

Outros estudos também mostraram uma maior atividade do extrato macerado quando comparado a
outras formulagdes. Rodrigues et al (2009), testaram quatro tipos de extragdo com o alho e verificaram
que a maior inibicdo de Candida albicans também ocorreu com o extrato macerado. Milani et al (2016)
também observaram melhor agdo antifungica do extrato fresco de alho em rela¢ao ao antifingico tes-
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tado, estando de acordo com nossos resultados que mostraram um halo de inibi¢ao maior quando foi
utilizado o extrato macerado.

Em contrapartida, Fonseca e colaboradores (2014), observaram menor atividade do extrato aquoso
sobre Candida albicans, quando comparado ao alho in natura e ao antifingico utilizado como controle
negativo de crescimento (miconazol).

Candida albicans é considerada a espécie mais frequente e mais patogénica, devido ao alto poder de
adesdo e filamentagdo, entre outros mecanismos. Por essa razao também testamos nesse estudo, a agdo
do alho sobre a capacidade de filamentagdo dessa espécie através da técnica de microfilamentagdo em
lamina e produgao de tubo germinativo. Através dos nossos resultados, pode-se observar que uma pe-
quena quantidade do extrato aquoso de alho adicionado ao meio, foi capaz de inibir a formagao dessas
estruturas, mostrando uma a¢ao muito eficaz em um dos principais mecanismos de patogenicidade dessa
levedura. A formacao dessas estruturas micelianas (hifas) aumentam a superficie de contato facilitando
a aderéncia da levedura aos tecidos hospedeiros, com consequente invasdo e dissemina¢ao do micror-
ganismo no organismo humano (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

O extrato aquoso de alho também teve agao fungicida sobre a amostra de C. albicans testada, pois a
amostra foi semeada em agar Sabouraud, apos tratamento por 2 horas com o alho e nao houve cresci-
mento quando comparada a amostra nao tratada. O mesmo ocorreu quando a levedura foi incubada
com a nistatina.

Apesar do nosso estudo ter sido qualitativo, foi notavel a agdo do alho sobre a amostra de Candida
albicans testada, impedindo a filamenta¢ao e causando morte da levedura em poucas horas, porém sdo
necessarios outros estudos para confirmar sua a¢do antifungica in natura e in vivo para verificar melhor
os seus efeitos.

CONCLUSAO

O alho (Allium sattivum) teve um efeito antifungico em todos os testes realizados, inibindo o cres-
cimento e filamentacao de Candida albicans. O extrato macerado mostrou uma maior atividade, tendo
acao fungicida sobre a levedura. Sendo assim, sugere-se seu uso na profilaxia e tratamento de infec¢des
cutdneo-mucosas causadas por essa levedura, visto o baixo custo e grande facilidade de incorpora-lo na
alimentacao diaria como terapia complementar. O alho merece a aten¢do da industria farmacéutica como
também deve ter o seu uso popular propagado e orientado de modo que a sociedade como um todo e
nao sé a comunidade académica conhec¢a mais profundamente seus beneficios para a satde.
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