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Resumo: Objetivo: Avaliar o potencial antifúngico e modulador de fármacos comerciais 
do extrato etanólico da samambaia Lygodium venustum SW. contra diferentes 
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linhagens do gênero Candida. Métodos: Os testes foram feitos em triplicata e a 
Concentração Inibitória Mínima foi determinada pelo método da microdiluição em caldo, 
onde as concentrações testadas do extrato variaram de 1024 a 1 µg/mL. O ensaio de 
modulação foi realizado utilizando a nistatina e o benzoilmetronidazol em 
concentrações variando de 512 a 1 µg/mL. Resultados: L. venustum apresentou 
atividade antifúngica contra Candida krusei e potencializador da ação do antifúngico 
nistatina frente a Candida tropicalis. Conclusão: O produto natural tem efeito sobre 
algumas linhagens de fungos do gênero Candida, validando cientificamente o potencial 
antifúngico da espécie, junto ao uso popular. São necessários para verificar a 
viabilidade e a segurança deste produto natural, como uma alternativa terapêutica. 
Palavras-chave: Pteridófita, atividade anti-Candida, extrato etanólico. 
 
Abstract: Objective: The aim of this study was evaluete the antifungal and drug-
modulatory potential of the ethanol extract of the fern Lygodium venustum SW. against 
different strains of Candida. Methods: The assays were performed in triplicate and the 
Minimum Inhibitory Concentration was determined by the microdilution method, using 
concentrations ranging between 1024 to 1 µg/mL. The drug-modulation assay was 
performed using nystatin and benzoilmetronidazol with concentrations ranging between 
512 a 1 µg/mL. Results: L. venustum showed antifungal activity against C. krusei and a 
potentiating effect of antifungal drugs when combined with nystatin against C. tropicalis. 
Conclusions: The natural product assayed demonstrated an effect against fungal strains 
of the Genus Candida, validating by laboratory methods the antifungal potential reported 
by the traditional populations. More studies are necessary to verify the viability and 
security of the use of this natural product as a therapeutic alternative to the commercial 
drugs. 
Keywords: Pteridophyte, anti-Candida activity, ethanol extract. 
 
 

INTRODUÇÃO 

 

Pteridófitas constituem um grupo de vegetais com uma grande riqueza de espécies e 

este fato tem contribuído para que o homem se utilize, de variadas maneiras, de seus 

potenciais quer sejam econômicos, alimentícios ou medicinais (Morais-Braga et al., 

2012a).  
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Entre as pteridófitas usadas na medicina tradicional podemos destacar a samambaia 

Lygodium venustum SW., uma planta lianescente da família Lygodiaceae com 

distribuição pantropical (Moran, 1995, Smith, 2006), cujo uso medicinal tem sido 

registrado nas Américas, sendo citada para tratamento de diversas enfermidades tais 

como inflamação, dores musculares e reumatismo (Thomas, 1999), desordens 

gastrointestinais e ginecobstétricas (Argueta, 1994), tratamento de dermatoses, 

micoses e infecções (Duke, 2008). Algumas atividades farmacológicas de L. venustum 

já foram evidenciadas em estudos anteriores, tais como o potencial antibacteriano 

(Alanis et al., 2005, Morais-Braga et al., 2012b), atividades antidiarréica (Velázquez et 

al., 2006), antiperistáltica (Calzada et al., 2010), tricomonicida (Calzada et al. 2007), 

leishmanicida, tripanocida (Morais-Braga et al., 2013), antifúngica, moduladora da ação 

de drogas (Morais-Braga et al. 2012b, 2012c, 2013) e efeito antioxidante (Morais-Braga 

et al., 2012a). 

 

Infecções causadas por leveduras do gênero Candida constituem um grande problema 

na atualidade, uma vez que são cada vez mais comuns acometimentos por doenças 

imunodepressoras, nas quais, estes fungos, antes comensais, transformam-se em 

patógenos oportunistas passando a ter importância como agentes potencialmente 

patogênicos responsáveis por altos índices de mortalidade (Pupulin et al., 2009). 

 

Esta incidência de infecções fúngicas tem levado a uma busca contínua por novos 

fármacos, que além de apresentarem potencial biocida não apresentem efeitos 

colaterais. Isto se configura como um grande desafio, uma vez que fungos são, como 
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os humanos, também eucariontes e por conta da semelhança existente entre as 

células, diversos fármacos comerciais têm causado citotoxicidade no fígado e nos rins 

do hospedeiro (Rossi et al., 2011). 

 

A investigação de produtos naturais de variadas origens, entre estas a pteridoflora, tem 

se mostrado uma crescente alternativa para a formulação de bases terapêuticas contra 

diversos tipos de micro-organismos, inclusive fungos, em decorrência da existência de 

constituintes ativos oriundos de seu metabolismo secundário (Simões et al., 2010; 

Blanch et al,. 2010; Morais-Braga et al., 2012a). 

 

Neste contexto, este estudo tem como objetivo avaliar o efeito antifúngico do extrato 

etanólico da samambaia L. venustum, seja individualmente, seja combinado com 

fármacos comerciais frente a isolados clínicos de leveduras do gênero Candida. 

 

MATERIAIS E METÓDOS 

Seleção, coleta do material botânico e local de realização da pesquisa 
 

Folhas de L. venustum foram colhidas em maio de 2010 entre 9:30 e 10:30 horas da 

manhã em uma área de encosta da Chapada do Araripe, com aproximadamente 700 m 

de altitude entre as coordenadas geográficas 24M 0451385 UTM 9195214; 24M 

0451927 UTM 9195554; 24M 0452231 UTM 9194998 e 24M 0452240 UTM 9194784, 

no município do Crato, sul do Ceará, Brasil. Do material coletado foi produzida uma 

exsicata e esta foi depositada no Herbário Dárdano de Andrade-Lima (HCDAL) da 
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Universidade Regional do Cariri – URCA, sob o número 5569, tendo sido identificada 

pelo Professor Dr. Antonio Álamo Feitosa Saraiva. A pesquisa foi realizada no 

Laboratório de Microbiologia e Biologia Molecular - LMBM, com o apoio inicial do 

Laboratório de Pesquisa de Produtos Naturais- LPPN, na Universidade Regional do 

Cariri – URCA.  

Obtenção do extrato etanólico 
 

Para obtenção do extrato etanólico, as folhas, em bom estado, foram destacadas, 

lavadas e depois cortadas grosseiramente para que fosse aumentada sua área de 

contato com o solvente. Logo após, foram colocadas em um recipiente e sobre as 

mesmas foi vertido o etanol PA, cobrindo totalmente a massa foliar. As folhas ficaram 

expostas ao solvente por 72 horas e o volume foi filtrado e levado para concentrar em 

rotaevaporador (40 rpm a 60° C), e depois em banho-maria (60° C)  formando o extrato 

bruto. 

 

Preparo da solução inicial e de teste  
 

O preparo da solução inicial das amostras foi efetuado pesando-se 10 mg do extrato e 

diluindo-o em 1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO – Merck, Darmstadt, Alemanha), para 

obter uma concentração inicial. A partir desta concentração, foi feito uma diluição em 

água destilada estéril para atingir a concentração de 2048 μg/mL (solução teste).  
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Linhagens utilizadas 
 

As linhagens ensaiadas nos testes de sensibilidade ao produto natural foram leveduras 

(isolados clínicos) de Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis: CA LM 62, 

CK LMBM 01, CK LMBM 02, CT LM 18 E CT LM 20, obtidas do Laboratório de 

Micologia (LM) da Universidade Federal da Paraíba – UFPB e do Laboratório de 

Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri – URCA. 

 

Drogas e reagentes 
 

Etanol foi utilizado como solvente para obtenção do extrato e o Dimetilsulfóxido (DMSO) 

foi usado na primeira diluição do extrato. Nistatina e benzoilmetronidazol foram as 

drogas de referência no teste de modulação dos fármacos comerciais.  

 
Meios de cultura 
 

As leveduras foram inicialmente cultivadas em meio sólido Agar Sabouraud Dextrose 

(ASD) e depois transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL de solução salina 

estéril. A concentração dos inóculos foi padronizada, comparando-se a turbidez dos 

tubos com o padrão 0,5 da escala de nefelométrica de McFarland, Esse procedimento 

forneceu uma suspensão-padrão de levedura contendo 1 x 105 células por mL (CLSI, 

2002). Nos testes de microdiluição o meio utilizado foi o Caldo Sabouraud Dextrose 

(CSD). 
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Teste de Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
 

Foram preparados tubos eppendorf ® para distribuição na placa de microdiluição, 

contendo cada um deles com 1,5 mL de solução contendo 1350 μL de CSD e 150 μL da 

suspensão fúngica. A placa foi preenchida adicionando-se 100 μL desta solução em 

cada poço (placa de 96 poços) e em seguida procedendo-se a microdiluição seriada 

com uma solução de 100 μL do produto natural (extrato), variando nas concentrações 

de 1024 a 1 μg/mL, ficando o último poço para controle de crescimento. As placas 

foram levadas à incubadora por 24 horas a 35º C (Javadpour et al., 1996). A revelação 

da CIM foi feita observando-se a turbidez dos poços. A CIM foi definida como a menor 

concentração na qual nenhum crescimento foi observado.  

 
Teste de modulação da ação de antifúngicos 
 

Para verificar se o extrato exerce efeito modulador da ação dos antifúngicos frente às 

leveduras testadas, utilizou-se o método proposto por Coutinho et al. (2008), onde a 

solução do extrato foi testada em concentração sub-inibitória (CIM/8). Foram 

preparados tubos eppendorf® contendo cada um deles 1,5 mL de solução contendo 

meio de cultura CSD, 150 μL da suspensão fúngica e o produto natural na 

concentração CIM/8. Para o controle foram preparados tubos eppendorf® com 1,5 mL 

de solução contendo 1350 μL de CSD e 150 μL de suspensão dos micro-organismos. A 

placa foi preenchida adicionando-se 100 μL desta solução em cada poço. Em seguida, 

100 μL de droga (antifúngico) foram misturados ao primeiro poço, procedendo-se a 
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microdiluição em série, até a penúltima cavidade. As concentrações de antifúngicos 

variavam gradualmente de 1024 a 1 μg/mL. 

 

Análise estatística  
 

Todas as determinações foram realizadas em triplicata e os resultados de testes 

normalizados através do cálculo das médias geométricas, erro padrão da média 

geométrica e desvio padrão geométricos. Os resultados foram comparados através de 

análise de variância (ANOVA) e a comparação entre as médias geométricas foi 

realizada de acordo com teste de Tukey sendo considerado significativo quando p<0,05 

(Matias et al., 2013). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O extrato etanólico de L. venustum foi testado frente a 05 linhagens do gênero Candida 

demonstrando atividade clinicamente relevante para leveduras de C. krusei, CK 

LMBM02, com MIC de 512 µg/mL (Tabela 1). Nos ensaios para verificação do efeito 

modulador de drogas, o extrato etanólico potencializou o efeito do antifúngico nistatina 

frente a uma das linhagens de C. tropicalis, a CT LM20, conforme pode ser observado 

na tabela 2, onde a CIM da nistatina cai de 32 para 8 µg/mL. Nenhuma mudança foi 

verificada na CIM do benzoilmetronidazol, demonstrando que o extrato não exerceu 

efeito modulador sobre o mesmo. Verificou-se também que a associação do extrato 
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etanólico com os fármacos não causou efeito antagônico em nenhum dos ensaios 

realizados, sugerindo ainda que, excetuando-se o caso de sinergismo supracitado, não 

houve interferência do produto natural sobre a ação da nistatina e do 

benzoilmetronidazol. 

 

Tabela 1: Concentração Inibitória Mínima do Extrato Etanólico das Folhas de 

Lygodium venustum (µg/mL) 

Cepa testada CA 62 CK 01 CK 02 CT 18 CT 20 

CIM do EEFLV >1024 >1024 512 >1024 >1024 

CIM: Concentração Inibitória Mínima; CA: Candida albicans; CK: Candida krusei; CT: 

Candida tropicalis; EEFLV: Extrato Etanólico das Folhas de Lygodium venustum 

 

Tabela 2: Efeito modulador de drogas do Extrato Etanólico de Lygodium 

venustum  

Cepa testada EEFLV + N N EEFLV + B B 

CA 62 04 04 >1024 >1024 

CK 01 02 02 >1024 >1024 

CK 02 02 02 >1024 >1024 

CT 18 08 08 >1024 >1024 

CT 20 08 32 >1024 >1024 

CA: Candida albicans; CK: Candida krusei; CT: Candida tropicalis; EEFLV: Extrato 

Etanólico das Folhas de Lygodium venustum; N: Nistatina; B: Benzoilmetronidazol 
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Em análise fitoquímica realizada em estudos anteriores foi constatado que L. venustum 

apresenta em sua composição constituintes químicos da classe dos flavonoides, 

taninos e alcaloides, entre outros (Morais-Braga et al., 2012b). A realização de um 

screening por compostos fenólicos e flavonoides (Morais-Braga et al., 2012a) revelou a 

presença de ácidos fenólicos como os ácidos gálico (0,17%), clorogênico (0,51%) e 

cafeico (0,29%) e dos flavonóides rutina (0,32%) e quercetina (0,60%) e dessa forma, 

evidenciou-se que os constituintes majoritários da samambaia são, portanto, a 

quercetina e o ácido clorogênico.  

 

Dados da literatura mostram que, dos constituíntes encontrados em maiores 

percentuais, a quercetina não demonstrou atividade antifúngica quando testada contra 

as linhagens padrão de C. albicans ATCC 40227 e C. krusei ATCC 6538 (Veras et al., 

2011). O mesmo ocorreu com a rutina, quando, em ensaio microbiológico, foi verificado 

que o flavonoide não demonstrou efeito contra as mesmas linhagens padrão de C. 

albicans, C. krusei e a linhagem C. tropicalis (ATCC 13803), apresentando MIC igual ao 

controle feito com DMSO, no qual foi diluído (Araruna et al., 2012). Já o ácido 

clorogênico, bem como seus derivados, demonstrou atividade antifúngica contra 

leveduras do gênero Candida (Lee et al., 2008, Daneshtalab, 2008) tendo como 

mecanismo de ação a perturbação estrutura da membrana fúngica (Sung & Lee, 2010). 

Estes trabalhos indicam, entretanto, que a ação antifúngica não teve o mesmo potencial 

para todos os micro-organismos testados. Cada micro-organismo tem a sua 

especificidade genética e isso é considerável para explicar a divergência de graus de 

atividade nos resultados.  
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Morais-Braga et al. (2012b) pesquisando o efeito antifúngico de L. venustum, testaram 

o extrato etanólico frente a linhagens padrão de C. albicans ATCC40006, C. krusei 

ATCC2538 e C. tropicalis ATCC40042, entretanto não obtiveram nenhum efeito 

clinicamente relevante, sendo todos os resultados ≥1024 µg/mL. Nos ensaios de 

modulação não houve sinergismo nem antagonismo quando o extrato foi associado aos 

fármacos comerciais nistatina, anfotericina B, mebendazol e benzoilmetronidazol.  

A atividade antifúngica do extrato etanólico de L. venustum contra a linhagem de C. 

krusei LMBM02 apresentada neste estudo pode ser atribuída ao efeito do ácido 

clorogênico sobre a célula desta levedura e a diversidade genética pode explicar o fato 

de apenas uma das linhagens de C. krusei ter sido afetada. Igual situação é 

apresentada na modulação, onde, de duas linhagens de C. tropicalis ensaiadas, só se 

verifica efeito sobre a CT LM20. Neste caso, a potencialização da nistatina também 

pode ser explicada pela atuação do ácido clorogênico quando, após diminuir a 

estabilidade da membrana, favoreceu a entrada deste antifúngico que passou a ter 

efeito sobre o micro-organismo em menor concentração.  

 

O extrato etanólico da samambaia L. venustum apresenta potencial antifúngico, e 

modulador de fármaco comercial. Este estudo, portanto, indica que o produto natural 

tem efeito sobre algumas linhagens de fungos do gênero Candida, validando 

cientificamente o potencial da espécie, junto ao uso popular. Entretanto, estudos mais 

aprofundados são necessários para verificação da viabilidade e segurança terapêutica 

deste produto natural. 
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