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O uso de plantas no tratamento de enfermidades vem
sendo realizado ha milhares de anos, buscando recursos
para melhorar a qualidade de vida, no entanto de forma
empirica (BRAGA, 2001). Em vista disso, despertou o
interesse de pesquisadores. Os primeiros relatos de uso
dos recursos da flora com finalidade terapéutica deriva do
papiro de Ebers, escrito por volta de 1500 a.C., com
informacdes de 811 prescricbes e 700 remédios. Desde
entdo, 0s povos primitivos passaram a fazer observagdes
e experimentacbes sobre propriedades terapéuticas de

diversas plantas, conhecimento que vem sendo
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carregando informacdes valiosas (SA, 2013). No Brasil, o
uso das plantas medicinais foi disseminado
principalmente pela cultura do indio, africano e europeu
(OLIVEIRA et al., 2014). No século XIX, o Brasil era um
pais essencialmente rural, com uso exclusivo de plantas
medicinais e extratos vegetais. Em meados do século XX,
0 conhecimento tradicional passou a ficar em segundo
plano, pois iniciou o processo de isolar os principios
ativos (LORENZI, 2008). Durante muitos e muitos anos, o
mercado farmacéutico foi dominado pelos farmacos de
origem sintética. Apds algumas décadas de dorméncia,
as plantais medicinais voltaram a adquirir importancia no
tratamento de saulde, ressurgindo o0 interesse pela
pesquisa (SA; 2013), que busca avaliar a eficiéncia
terapéutica e os riscos da utilizacdo do uso tradicional de
plantas pela sociedade (OLIVEIRA et al., 2014). As
plantas medicinais sao importantes fontes de substancias
capazes de inibir o crescimento de bactérias e de fungos,
por meio dos seus metabolitos secundarios, Oleos,
extratos ou substancias isoladas, contribuindo fortemente
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
devido a combinac¢des quimicas. O Brasil € um pais que

possui um grande potencial para 0 crescimento no
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mercado de fitoterapicos, visto que possui uma das
maiores biodiversidades do planeta. Dentre as plantas
medicinais do bioma brasileiro, destaca-se o mastruz
(FERREIRA, 2013), wuma espécie da familia
Amaranthaceae, originaria do México, porém pode ser
encontrada em todos os paises de clima temperado e
tropical, de forma silvestre ou cultivada, sendo
considerada uma planta daninha (MOURA, 2016). No
territorio brasileiro, encontra-se vastamente distribuida,
conhecida popularmente como mastruz, erva de santa
Maria, ambrisina, ambrésia do México, mastruco,
mestruco, mata cobra, erva do formigueiro e lombrigueira
(LORENZI et al., 2008). E uma planta herbacea de
pequeno porte, com até 1m de altura. Possui propriedade
aromética fortemente notavel. Pode ser perene ou anual.
E muito ramificada e suas folhas sdo simples, alternadas,
pecioladas de tamanhos diferentes, sendo menores e
mais finas na parte superior da planta. As flores sao
pequenas, verdes e os frutos, esféricos, pretos, ricos em
O0leo (LORENZI et al.,2008). Possui propriedades
analgésicas, digestivas, antimicrobianas, atividades
antioxidantes, sedativas, tonicas, anti-inflamatorias,

antissépticas, antifUngicas e cicatrizantes (OLIVEIRA et
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al., 2014). No uso popular, € usada como vermifugo,
antibiético, antirreumatica, antigripal e expectorante
(BERG, 1982). Em relacdo a sua atividade fitoquimica,
possui variedade de compostos organicos como terpenos,
taninos, esteroides, saponinas, triterpénicas, flavonoides
e alcaloides responséaveis pela sua acdo farmacologica
(BAUMGART,; 2014). A composicdo quimica de um
extrato pode ser conhecida por meio de testes quimicos
qualitativos rapidos e de baixo custo, sugerindo as
possiveis classes de metabdlitos secundéarios de
interesse (MATOS, 1997). Diante do exposto e devido a
escassez de trabalhos abordando a questdo da
sensibilidade in vitro dos fungos frente a atividade
antifangica do extrato aquoso de Chenopodium
ambrosioides (Mastruz), é de interesse 0 estudo dessa
espécie e seus compostos bioativos, visando a sua
utilizacdo como fonte de recursos terapéuticos. Sabendo-
se do aumento de infec¢des fungicas, ha a necessidade
pela busca de antifingicos que permita que o0s
tratamentos terapéuticos de diferentes tipos de infec¢des
micéticas tenham maior evolucdo. Nesse contexto,
produtos de origem vegetal atuam como uma importante

e promissora fonte para a descoberta de novos agentes
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antifingicos. Sabe-se que a Regido Amazonica tem um
vasto acervo de plantas medicinais que ainda nao foram
profundamente estudadas. Este trabalho visa a avaliar a
sensibilidade in vitro dos fungos frente a atividade
antifngica do extrato aquoso Chenopodium ambrosioides
(Mastruz). A planta foi coletada em Mosqueiro e
identificada na EMBRAPA, no segundo semestre de
2017, no municipio de Belém, estado do Para -- Brasil. A
matéria-prima foi processada em laboratérios da
Faculdade Integrada Brasil Amazonia (FIBRA). As folhas
foram submetidas a secagem, seguindo a preparagédo do
extrato. A escolha, quanto as partes da planta, seguiu
orientacdes do uso popular. Foram utilizados os principios
de assepsia visando a preservacdo da qualidade do
material. O material, apés sua coleta, foi colocado para
secar a temperatura ambiente por 48h, em lugar seco e
arejado. Em seguida, todo o material foi submetido a
secagem em estufa a temperatura de 38 — 40 °C, até
estabilizacdo da umidade residual. Apés a secagem, foi
moido até se obter um fino p6 para facilitar a extracao.
Posteriormente, as amostras foram pesadas e 0 extrato
aguoso foi obtido pela técnica de maceracéo, a partir de
10 gramas das folhas moidas com 100 ml de solugao
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aguosa, por um periodo de sete dias dentro da geladeira.
Em seguida foi feito o preparo do extrato hidroalcoodlico. A
amostra foi pesada e obtida pela técnica de maceracgéo, a
partir de 20 gramas da folha, moida com 200 ml de alcool
70%, por um periodo de sete dias a temperatura
ambiente. O extrato do mastruz foi submetido a andlise
fitoquimica para determinacdo das principais classes
quimicas de metabdlitos secundéarios de acordo com o
protocolo escrito por Matos (1997). Foram realizados
testes para identificacdo de saponina, acucares
redutores, taninos, flavonoides e alcaloides. Para isso,
foram utilizados 5 ml em 02 tubos de ensaio; em seguida,
adicionados 20 ml da solucédo de Hcl 5%. A solucédo foi
aquecida até a fervura, por 10 minutos, e, apos filtracao,
foi dividida em 04 tubos de ensaio. Posteriormente, foram
adicionadas gotas dos reagentes: Dragendorff,
Bouchardat, Mayer e Bertrand. As formacdes de
precipitados nos tubos indicam resultado positivo. Foram
adicionados 20 ml do extrato, em um béquer de 60 ml, e
este foi levado a ebulicdo por cinco minutos. A solucdo
resultante foi filtrada e submetida a reacdo de Shinoda,
na qual adicionaram-se 2 ml do extrato em um tubo de

ensaio, raspas de magneésio metalico e gostas de HCI
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concentrado. Observou-se, ap0s o0 desprendimento de
hidrogénio, a mudan¢ca da coloracdo para résea ou
vermelha. Foram utilizados 2 ml do extrato, os quais
foram submetidos a ebulicdo, com 50 ml de agua por 5
minutos e, apos arrefecimento, a solucdo foi filtrada e
dividida em 4 tubos. Para o primeiro tubo, foi transferida
uma aliqguota de 1 ml e adicionada 1 gota de Hcl 5%.
Posteriormente, gotejou-se lentamente a solugdo de
gelatina a 2,5 %. O aparecimento de precipitados foi
considerado indicativo de resultado positivo. No segundo
tubo, foi adicionado 1 ml da solucdo extrativa, 10 ml de
agua destilada e 1 gota de FeCl 2%. No terceiro tubo,
foram utilizados 5 ml da solucdo extrativa, ao qual foram
adicionados 10 ml de solucdo aquosa, de acido acético
10 % a 5 ml de acetato de chumbo 10%. O resultado
positivo pode ser observado por meio da formacdo de
precipitado. Em 5 ml do extrato, adicionaram-se 2 ml de
cloroférmico e 5 ml de agua destilada. Em seguida, a
solucéo foi agitada energicamente, no sentido vertical, por
3 minutos, e observada a formacdo de espuma, por isso
deixada em repouso por 30 minutos. Para os ensaios com
fungos, foram utilizadas as seguintes cepas de fungos
leveduriformes: Candida albicans (ATCC 90028), Candida

o



tropicalis (ATCC 750), Candida Krusei (ATCC 6258),
Candida parapsilosis. Esses fungos foram cultivados em
meio agar Sabouraud-Dextrose ou em Agar Batata.
Todas as cepas foram cultivadas em agar batata-dextrose
(Sigma-aldrich, MO, USA) por 48 horas a 30 °C. A
suspensao de indculo foi preparada por raspagem suave
da superficie da colbnia, usando um swab estéril
umedecido com solucdo salina, contendo 0.05% Tween
40, homogeneizada em vortex por cerca de 5 min. As
particulas pesadas na suspensdo de células foram
deixadas em repouso por 3 a 5 min em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi transferido para um tubo
estéril e a densidade celular ajustada entre 0.8 a 1 por
espectrofotdbmetro (530 nm). Essa suspensao foi diluida
1:50 em meio de cultivo sintético RPMI (Sigma-aldrich,
MO, USA) tamponado com MOPS (Sigma-aldrich, MO,
USA). Para a determinacdo da sensibilidade in vitro do
extrato hidroalcodlico frente as cepas de Aspergillus spp,
utilizou-se a técnica método de disco-difusdo. Todas as
cepas foram cultivadas em &gar batata-dextrose (Sigma-
aldrich, MO, USA) por 48 horas a 30 °C. A suspenséao do
inoculo foi padronizada pela escala de McFarland a fim de
fornecer um padrdo de fungo filamentoso de 1x10° a



5,0x106 UFC/ml. Em sequida, 1 ml do inéculo, foi
adicionado, no meio Agar, saboraud dextrose liquido a
temperatura de 37°C. ApOs esse processo, 10 ml desse
meio foram transferidos para placa de petri atée a
gelificacdo do meio. Preparacdo e diluicbes do extrato
hidroalcodlico das folhas do mastruz foram feitas em
concentragdo incial de 100 mg/ml. Posteriormente, foi
realizada uma diluicdo em série, para verificar a acdo do
extrato em diferentes concentracbes (1:1 até 1:16). A
diluicdo foi feita com solucdo fisiolégica 0,9%. As
concentracbes dos extratos hidroalcodlico variaram de
100 mg/ml a 6,25 mg/ ml. Aliquotas de 30 pl de diferentes
concentracfes analisadas foram adicionadas sobre os
cincos disco-difusdo, que receberam numeracgdes
identificadas de D1, D2, D3, D4, D5, correspondendo a
duas placas por ensaio de cada microrganismo. As placas
foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 48
horas, a fim de permitir o crescimento fingico e verificar a
acado do extrato testado por meio da formacdo de halos
de inibicdo. O mesmo procedimento foi utilizado para o
controle positivo, o fluconazol. Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo da

substancia capaz de inibir completamente o crescimento



fungico, ou seja, presenca de halo maior ou igual de 12
mm. O extrato aquoso da folha do mastruz foi preparado
em concentracdes inciais de 100 mg/mL (100.000 pg/ml).
Esse extrato foi filtrado em membrana PES 22 um e,
posteriormente, foi realizada uma diluicdo em série, para
verificar acdo do extrato em diferentes concentracdes (1:1
até 1:512). A diluigéo foi feita com solugéo fisiologica. As
concentracfes dos extratos aquoso do fruto do juca
variaram de 100.000 a 195,31 pg/ ml. Aliquotas de 100 ul
de cada inéculo de leveduras foram colocadas nos poc¢os
das placas contendo o0 extrato nas diferentes
concentracbes, de forma que a concentracdo final
analisada para o extrato foi de 50.000 a 97,65 pg/ml. Em
cada placa foram colocadas as diferentes espécies de
candida. A coluna 1, funcionou como controle de
esterilidade (CE) e a coluna 12 funcionou como controle
do crescimento (CC). A determinacdo da CIM foi
realizada apds dois dias de incubag¢do a 30 °C, sendo
definida como a minima concentracdo do extrato capaz
de inibir em 100% o crescimento visual do fungo, quando
comparado com o controle do crescimento. Apos a leitura
da CIM para leveduras, ocorreu a determinacdo da
concentracéo fungicida minima (CFM). Uma aliquota de



20 I foi retirada dos pogos em que nao houve
crescimento fungico, sendo posteriormente transferida
para placas com agar Sabouraud-Dextrose (Sigma-
aldrich, MO, USA). Foi incluido no teste um controle
positivo — CC, e um controle negativo - CE. As placas
foram incubadas por trés dias a 30 °C e o crescimento foi
visualmente observado. Foi determinado como CFM a
concentracdo minima que impede o crescimento fangico.
Esses ensaios foram realizados em duplicata. Os dados
obtidos neste trabalho foram analisados pelo programa
GraphPad 5® (GraphPad Software, CA, USA). A média
geométrica (MG) representa uma medida de tendéncia
central de uma série valores em progressao geomeétrica.
Os valores para determinacdo da CIM50 bem como a
faixa de valores obtidos sdo parametros para relatar os
resultados de teste de suscetibilidade quando varias
cepas de uma determinada espécie sdo testadas. Apos a
coleta do material, foi realizada a caracterizacdo do
exemplar no laboratério de Botanica, pertencente a
EMBRAPA. Com a realizagdo da determinacéo
fitoquimica, foi possivel verificar a presenca de
compostos quimicos provenientes do metabolismo

secundario das plantas (taninos, acucares redutores,



flavonoides, alcaloides e saponina). A C. albicans e C.
tropicalis apresentaram menor CIM (3.125 pg/ml) em
relacdo a C. parapsilosis, que apresentou um CIM (6.250
pg/ml) e C.Krusei (12.500 pg/ml), demonstrando maior
atividade antifingica entre as cepas avaliadas. O controle
positivo utilizado no experimento foi o Fluconazol e as
CIMs para as candidas utilizadas foram: C. albicans
(CIM= 1 pg/ml), C. Krusei (CIM= 64 pg/ml), C.
dubliniensis (CIM= 2 pg/ml) e C. tropicalis (CIM= 4 pg/ml).
Ap6s a determinacdo dos valores CIM do extrato
hidroalcodlico do mastruz, seguimos no experimento
avaliando outro parametro de eficacia do extrato, por meio
da determinacdo da CFM, apresentando os valores
maximos e minimos de CFM e média geométrica da CFM
para o extrato hidroalcodlico do mastruz. A C. tropicalis
apresentou menor CFM (6.2500 pg/ml) em relacdo a C.
parapsilosis (12.500 pg/ml), C. albicans e C. krusei
(25.000 pg/ml), demonstrando melhor resposta fungicida
entre as cepas avaliadas. No resultado do método disco-
difusdo em agar, observou-se que ndo houve atividade
antifangica, do extrato hidroalcodlico do mastruz frente
aos fungos A. fumigatus, A. niger e Aspergillus sp. O

resultado da analise botanica e fitoquimica da planta



Dysphania  ambrosioides  permitiram  estabelecer
pardmetros Uteis para a confirmagdo da autenticidade
dessa espécie vegetal. Entre as classes de metabdlitos
avaliados, 0 mastruz apresentou positividade para as
classes, saponinas, taninos e flavonoides. Com relagéo
aos testes de suscetibilidade in vitro, foi possivel concluir
que o extrato hidroalcoodlico do mastruz apresentou menor
CIM para C. albicans e C. tropicalis e menor CFM para
C.tropicalis. Os fungos do género Aspergillus ndo foram
inibidos pelo extrato hidroalcodlico do mastruz nas
diferentes concentragbes avaliadas. Vale ressaltar que
mais estudos devem ser realizados com essa espécie
para diferentes fungos com intuito de avaliar sua atividade

antifangica.

PALAVRAS-CHAVE: Mastruz. Eextrato aquoso e
hidroalcodlico. Atividade antifingica.
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