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INTRODUCAO

O boldo (Peumus boldus Molina), uma
planta nativa do Chile e pertencente a familia
Monimiaceae, ¢ amplamente reconhecida na
medicina tradicional, especialmente na Améri-
ca do Sul, por suas propriedades terapé€uticas.
Seu uso milenar estad principalmente associado
ao tratamento de distirbios gastrintestinais e
hepaticos, como dispepsia, gases e indigestdo
(DI MASCIO et al., 2020; HAMEED et al.,
2021; QUEZADA et al., 2004). A eficacia da
planta ¢ atribuida a sua rica composi¢ao fito-
quimica, que inclui alcaloides, flavonoides, fe-
noélicos e 6leos essenciais (VILA et al., 1999).
Dentre esses compostos, a boldina, o principal
alcaloide do boldo, tem sido extensivamente es-
tudada por suas atividades farmacolégicas, in-
cluindo propriedades antioxidantes, anti-infla-
matorias e, mais recentemente, antimicrobianas
(LUZ et al., 2020; O’BRIEN et al., 2006).

A busca por novos agentes antimicrobianos
a partir de fontes naturais ¢ um tema de cres-
cente relevancia cientifica devido ao aumento
da resisténcia de patdogenos aos farmacos con-
vencionais. Nesse contexto, a Candida albicans
se destaca como um patdgeno oportunista de
grande importancia clinica. Embora seja um ha-
bitante comum da microbiota humana, C. albi-
cans € capaz de causar infec¢des que variam de
candidiases superficiais a condi¢des sistémicas
graves, especialmente em pacientes imuno-
comprometidos. Um dos principais fatores de
viruléncia que contribuem para a patogenicida-
de e a dificuldade de tratamento dessas infec-
coes ¢ a sua capacidade de formar biofilmes
(DONLAN & COSTERTON, 2002; FINKEL
& MITCHELL, 2011).

Os biofilmes de C. albicans sao estruturas
complexas e altamente organizadas, compostas
por uma comunidade de células fungicas envol-
tas por uma matriz extracelular. Essa organiza-
¢do confere ao microrganismo uma tolerancia

intrinseca a antifungicos, tornando-os até 1.000
vezes mais resistentes do que as células em es-
tado planctonico (RAMAGE et al., 2011). A
matriz do biofilme atua como uma barreira pro-
tetora, dificultando a penetracdo de medica-
mentos e a resposta do sistema imunologico do
hospedeiro (MITCHELL et al., 2015). Diante
desse cenario, a busca por compostos que pos-
sam inibir a formacdo ou desestruturar biofil-
mes ja estabelecidos ¢ fundamental para o de-
senvolvimento de novas estratégias terapéuti-
cas.

Considerando as propriedades antimicrobi-
anas ja documentadas do boldo e a sua utiliza-
¢do popular em diversas formas, incluindo o
cha, ¢ plausivel investigar seu potencial efeito
anti-biofilme contra C. ALBICANS. No entan-
to, a a¢ao especifica do cha de boldo sobre a ini-
bi¢ao ou destrui¢ao de biofilmes dessa levedura
ainda € pouco explorada na literatura cientifica.
Portanto, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o efeito do cha de boldo (Peumus boldus
Molina), em diferentes concentragdes, sobre
biofilmes de C. albicans formados em poliesti-
reno, buscando preencher essa lacuna de conhe-
cimento e fornecer subsidios para o desenvol-
vimento de novas estratégias terapéuticas com
base em produtos naturais.

METODO

Para avaliar o potencial antibiofilme do cha
de boldo (Peumus boldus Molina), este estudo
utilizou um protocolo padronizado para a for-
magcao de biofilmes de Candida albicans e sub-
sequente exposicao ao extrato da planta. A me-
todologia foi desenhada para mimetizar as con-
di¢des de crescimento e formacao de biofilmes,
permitindo uma avaliacdo precisa do efeito do
cha sobre essas estruturas. A quantificacao das
unidades formadoras de colonia (UFC) nos
biofilmes tratados e ndo tratados forneceu uma
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medida direta da eficacia do boldo na inibi¢ao
e/ou destruigao dos biofilmes.

A partir de uma cultura de 24 h em 4gar Sa-
bouraud Dextrose (SD), foi preparada uma sus-
pensdo de C. albicans em solugdo salina (NaCl
0,9%) estéril, ajustada em espectrofotometro (£
= 530 nm; Densidade Optica = 0.292) para 106
unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC/mL). Em uma microplaca de 24 pocos,
foram adicionados 1000 uL de caldo Brain He-
art Infusion (BHI) acrescido de sacarose 5% e
1000 pL de suspensdo padronizada de C. Al-
bicans. Os biofilmes foram formados por 72 ho-
ras, com substitui¢do do meio de cultura a cada
24 h de incubacao (36,5°C). Nas ultimas 24
horas de cultivo, o meio de cultura foi suple-
mentado com cha de boldo nas concentragdes
de 5 mg/mL ou 10 mg/mL. Meio de cultura li-
vre de chéd e meio de cultura com clorexidina
1% foram utilizados como controles negativo e
positivo, respectivamente. Em seguida, os po-
¢os foram lavados com solugdo salina estéril
para descarte de células ndo aderidas aos bio-
filmes. Swabs estéreis foram utilizados para de-
sagregacao dos biofilmes dos pogos da micro-
placa. As suspensoes geradas foram diluidas em
solugdo salina estéril e semeadas em agar SD.
Ap6s 48h de incubacgio, as UFC foram contadas
e determinadas sua concentragdo por mL (UFC/
mL). O ensaio foi realizado em triplicata e os
dados obtidos foram analisados por ANOVA e
Tukey Test (p <0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O cha de boldo, nas concentragdes avalia-
das, proporcionou redugdes significativas (p
<0,05) do biofilme de C. albicans. A 5 mg/mL
foi observada 7,93 x 10°+ 3,11 x 10° UFC/mL
(85% de reducao) e a 10 mg/mL 8,17 x 10° +
5,26 x 10° UFC/mL (84% de redugdo). O grupo
controle apresentou 5,37 x 107 = 1,04 x 107

UFC/mL. A clorexidina 1% eliminou por com-
pleto o biofilme de C. albicans. Tem sido rela-
tado que, as folhas desse vegetal possuem di-
versos compostos bioativos, como alcaloides e
flavonoides, moléculas estas que sdo responsa-
veis pelas inumeras atividades biologicas do
vegetal, como anti-oxidante, anti-inflamatoria,
hepatoprotetoras e antimicrobiana. Dentre esses
compostos, a boldina tem sido amplamente es-
tudada por seu potencial terapéutico.

A notavel reducao de 85% e 84% na viabi-
lidade do biofilme de C. albicans demonstrada
neste estudo corrobora o potencial terapéutico
de P. boldus e seu papel na medicina tradicional
¢ moderna. A formacdo de biofilmes ¢ um dos
principais fatores de viruléncia de C. albicans,
conferindo-lhe resisténcia a antifingicos con-
vencionais ¢ tornando as infecgdes cronicas e
de dificil tratamento. Nossos resultados desta-
cam a eficacia do cha de boldo, uma forma de
consumo amplamente acessivel, como um a-
gente capaz de interferir nessas estruturas com-
plexas, o que representa um avango promissor
na busca por novas alternativas terap€uticas a
partir de fontes naturais.

O efeito antibiofilme observado pode ser a-
tribuido a sinergia entre os diversos compostos
fitoquimicos presentes no cha. Conforme desta-
cado por Di Mascio et al. (2020), o boldo € rico
em alcaloides, flavonoides e fenolicos que, em
conjunto, exercem uma vasta gama de ativida-
des biologicas. Particularmente, a boldina, o
principal alcaloide do boldo, tem sido extensi-
vamente investigada por suas propriedades an-
timicrobianas. Um estudo recente demonstrou
que a boldina ¢ capaz de inibir a formagdo de
biofilmes de Candida auris, um patdégeno emer-
gente e multirresistente, agindo na inibigdo da
adesao celular e na modulagao da expressao de
genes relacionados a formagdo do biofilme
(GHAFFAR et al., 2020). Outras pesquisas
também reportaram a eficdcia de extratos de P.
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boldus contra biofilmes de diversas espécies de
Candida, validando as observagdes do presente
estudo (HAMEED et al., 2021; ZAMPICCINI-
Nl et al., 2021).

A comparacdo entre as concentragdes de 5
mg/mL e 10 mg/mL revelou uma redugdo per-
centual de biofilme muito similar, sugerindo
que a eficacia do cha de boldo pode atingir um
platd a partir de certas concentragdes. Essa ob-
servacdo ¢ crucial para futuras aplicagdes, indi-
cando que uma dose de 5 mg/mL pode ser sufi-
ciente para obter um efeito terapéutico substan-
cial contra o biofilme de C. albicans. O efeito
robusto, embora inferior ao controle positivo
com clorexidina 1%, que eliminou completa-
mente o biofilme, posiciona o ché de boldo co-
mo um candidato viavel para o desenvolvimen-
to de terapias adjuvantes ou alternativas, espe-
cialmente em casos de resisténcia a farmacos ou
em abordagens de tratamento a longo prazo.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se
concluir que o cha de boldo (Peumus boldus
Molina), nas concentragdes de 5 mg/mL e 10
mg/mL, demonstrou um efeito anti biofilme
significativo sobre as colonias de C. albicans
formadas em poliestireno. A capacidade do cha
de boldo em reduzir substancialmente a bio-
massa do biofilme indica seu potencial como
uma alternativa promissora para combater in-
fecgdes causadas por essa levedura, especial-

mente aquelas associadas a formagao de biofil-
mes, que sdo notoriamente resistentes aos trata-
mentos convencionais.

Os achados deste estudo sugerem que os
compostos bioativos presentes no boldo, em
particular a boldina e os flavonoides, sdo os res-
ponsaveis por essa atividade. Essa eficécia, ob-
servada mesmo em uma dose mais baixa de 5
mg/mL, aponta para um potencial de otimiza-
¢do terapéutica, onde doses moderadas do cha
seriam suficientes para um efeito relevante.
Embora a pesquisa se concentre em um modelo
in vitro, a eficacia comprovada do cha de boldo
abre caminhos para o desenvolvimento de no-
vas terapias fitoterapicas. E importante ressaltar
que os resultados do ensaio com a clorexidina
1% como controle positivo reafirmam a neces-
sidade de mais estudos para otimizar as con-
centragdes ¢ a forma de aplicagdo do boldo em
um contexto clinico.

Em um cendrio de crescente resisténcia a
agentes antifiungicos e da busca por compostos
naturais, os resultados deste trabalho sdo de
grande relevancia. Eles fornecem uma base so-
lida para que futuras pesquisas possam aprofun-
dar a compreensao dos mecanismos de agao es-
pecificos, investigando como os compostos do
boldo interagem com a matriz do biofilme e
com as c¢lulas fingicas. Adicionalmente, a re-
alizacdo de ensaios in vivo serd crucial para va-
lidar a seguranca e a eficacia terapéutica do cha
de boldo em modelos biologicos, consolidando
seu uso como uma op¢ao de tratamento eficaz e
de origem natural no combate as infecg¢des por
biofilme de Candida albicans.
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