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RESUMO
A frequéncia de infecgbes fungicas sistémicas devido a fungos patdgenos
oportunistas aumentou claramente nos ultimos anos, sendo a Candida albicans
responsavel por grande parte dos casos. Esta levedura pode causar infecgbes
superficiais de pele e mucosas, além de ser a espécie mais encontrada nas
infecgbes vaginais. Assim, & importante a busca de novas fontes de moléculas
bioativas anti- C. albicans. Buchenavia tetraphylla (Combretaceae) é uma espécie
neotropical, uma planta etnomedicinal utilizada por comunidades tradicionais da
regidao nordeste do Brasil. Em pesquisa recente utilizando folhas da B. tetraphylla foi
comprovada sua atividade antimicrobiana frente a Candida albicans. O obijetivo
deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e de antibiofiime do extrato
organico de folhas de B. tetraphylla frente a C. albicans. A atividade antimicrobiana
foi determinada pelo método de microdiluigdo em caldo utilizando 7 linhagens de C.
albicans. Os valores de CMI dos extratos variaram a partir de 0,625 mg/mL a 1,25
mg/mL e CMM de 1,25 mg/mL a 2,5mg/mL. O teste antibiofiime do extrato
metandlico de B. tetraphylla na concentracdo CMI / 2 e CMI / 4, as amostras
apresentaram formacao de 4+, quando tratados com o extrato reduzido a 1+. Assim,
estes resultados apontam o extrato de B. tetraphylla como um agente

antimicrobiano.
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ABSTRACT

The frequency of systemic fungal infections due to opportunistic fungal pathogens
has increased considerably in recent years, Candida albicans is responsible for most
cases. This yeast can cause superficial infections of skin and mucous membranes,
and is the species most frequently found in vaginal infections. Thus, it is important to
search for new sources of bioactive molecules anti- C. albicans. Buchenavia
tetraphylla (Combretaceae) is a neotropical species, ethomedicinal plant used by
traditional communities in northeastern Brazil. In recent research using leaves of B.
tetraphylla has proven its antimicrobial activity against Candida albicans. The aim of
this study was to evaluate the antimicrobial and anti biofilm organic extract of leaves
of B. tetraphylla against C. albicans. The antimicrobial activity was determined by
broth microdilution method using 7 strains of C. albicans. The MIC values of the
extracts ranged from 0.625 mg / ml to 1.25 mg / ml and CMM of 1.25 mg /mL to
2.5mg /mL. The methanolic extract test anti biofilm B. tetraphylla concentration in the
CMI / 2 and CMI / 4 samples showed 4+ formation when treated with the extract 1+

reduced. Thus, these results point B. tefraphylla extract as an antimicrobial agent.
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1 INTRODUGAO

As plantas medicinais sao utilizadas como forma de tratamento e prevencéao
de diversas doencgas, seu uso como fonte de nutrientes e no tratamento de
patologias € comum desde a antiguidade. As civilizagdes primitivas foram
selecionando, ainda que empiricamente, plantas comestiveis, assim como espécies
com capacidade medicinal dotada de pouca toxicidade. Medicina Fitoterapica é
extensamente utilizada, principalmente em regides onde o acesso ao cuidado de
saude formal é limitado, e a sua sele¢cdo e uso dependem dos sintomas, da
disponibilidade de espécies na regido e de aspectos culturais e educacionais
(CURELA, 2008; ARAUJO, 2008).

Uma vegetagdo que possui um conjunto de contrastes fisicos e climaticos que
condicionam o aparecimento de diferentes tipos vegetacional, apresentando uma

diversidade de ambiente, na forma de mosaico € a Caatinga, rica em sua



diversidade e constantemente estudada na procura de fitoterapicos, compreende
uma area de aproximadamente 826.411 km?, o que constitui 60% da regido nordeste
do Brasil. (MMA/IBAMA, 2011)

Neste contexto, encontramos uma diversidade de espécies que podem ser
estudadas, entre elas a familia Combretacea que é utilizada medicinalmente em
varios continentes do mundo. O género Buchenavia tetraphylla € uma espécie
neotropical, distribuida desde a ilha de Cuba (América Central) ao nordeste do Brasil
se estendendo ao estado do Rio de Janeiro, no sudeste (América do Sul) (MELO,
2016).

No Brasil, esta planta € popularmente conhecida como “tanimbuca” e esta
relacionada como uma planta medicinal por comunidades tradicionais na regiao
Nordeste (AGRA, 2008). Como medicina fitoterapica grupos de estudos
demonstraram que extrato e fragdes de folhas de B.tetraphylla possuem agéao

antimicrobiana de amplo espectro (OLIVEIRA, 2012).

Diante desta realidade, varios autores atentam para a necessidade do
conhecimento e da conservagao do referido bioma em prol de descobertas que
possam auxiliar em tratamentos, visando um tratamento a base de produtos naturais
(SOUZA; RODAL, 2010; PEREIRA JUNIOR, 2013).

Espécies vegetais brasileiras s&o usualmente utilizadas como antifungicos
(BOTELHO, 2016). Os testes de sensibilidade in vitro para fungos, n&o tém sido
empregados rotineiramente, contudo, eles sdo de grande importancia, ja que esses
afetam grande parte da populacdo e para verificagdo de resisténcia destes
microrganismos, para o controle da terapéutica antimicotica e para pesquisa de
novas substancias alternativas para o tratamento populacional, como por exemplo, a
utilizacado de extratos vegetais no desenvolvimento de farmacos (OLIVEIRA, 2006;
SANTOS, 2016).

A espécie fungica Candida albicans é uma levedura, componente da
microbiota de humanos clinicamente sadios € a principal espécie envolvida na
formacdo do biofilme devido, entre outros fatores, a capacidade de adesado as
superficies, sendo reconhecido como um dos principais agentes envolvidos em
micoses (BARBEDO, 2010).



Diante do exposto acima, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
antimicrobiano e antibiofiimes do extrato metandlico de Buchenavia tetraphylla

contra linhagens de Candida albicans.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA E ARMAZENAMENTO DA PLANTA

Amostras das folhas de Buchenavia tetraphylla foram coletados em Setembro
de 2014, no Parque Nacional do Catimbau (Pernambuco, Brasil), processadas
conforme as técnicas taxondémicas, identificada pelo Dr. Alexandre G. Silva (Instituto
Nacional do Semiarido) e depositadas no Herbario IPA, do Instituto Agronédmico de
Pernambuco. As folhas de B. tetraphylla foram submetidas a secagem em estufa de
circulagdo de ar (40-45 °C) por um periodo de trés dias seguidos, moido para
padronizagao do tamanho de particulas do p6 da planta através de moinho de facas
Macsalab mil (Model 200 LAB). Este material foi armazenado em um recipiente

fechado e escuro até ser utilizado.

2.2 PREPARAGAO DOS EXTRATOS

Os extratos foram obtidos por maceracdo, pelo método de esgotamento a
quente, em aparelho Soxhlet, (AZMIR, 2013).

O material obtido (25g) foi misturado com hexano (100 mL) e submetido a
agitacdo constante em mesa agitadora com rotagéo de 125 rpm, durante 72 horas
em temperatura de 25°C. Em seguida, o extrato foi filtrado (em papel Whatman n° 1)
e o sobrenadante foi rotaevaporado a 25 °C, o residuo foi misturado em 100 mL de

Metanol. O residuo foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) e armazenado (4°C)

2.3 OBTENGAO E PERFIL DAS LINHAGENS UTILIZADAS

Neste ensaio foi utilizado, para as atividades antimicrobianas os extrato
metandlico da B. tetraphylla, o microrganismo padrdo C. albicans (UFPEDA1007)

pertencentes a colegdo de Culturas do Departamento de Antibidticos da



Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA) e linhagens clinicas recentes (FO1,
FO2, FO8, F11, F23 e F27), obtidas através de solicitagdes a Laboratérios de
Analises Clinicas em Pernambuco. A manutengdo das linhagens foi realizada no

meio sabouraud dextrose agar.

2.4 CONCENTRAGAO MINIMA INIBITORIA (CMI) E CONCENTRAGAO MiNIMA
MICROBIOTA (CMM)

CMI foi determinada pelo método de microdiluicao (CLSI, 2011). A diluigao
em série do extrato/fragdes foi preparado em Sabouraud caldo, 10 yL (cerca de 1,5
x 10 CFU/mL) de suspensdo de leveduras foi adicionado, o teste foi realizado em
quadruplicata. As amostras foram incubadas durante 24h a 30°C. A Solugao
Resazurina (0,01%), 20 uL foi utilizada como um indicador no crescimento. Foram
utilizados controles positivos para o DMSO e para o microorganismo, e controle
negativo. O CMI foi determinado na concentragdo que nao houve crescimento da
levedura e ndo ocorreu mudanga na coloragcdo. Posteriormente, as culturas foram
semeadas em meio de agar Sabouraud, e incubadas durante 24h a 37°C para
determinar o CMM que corresponde a concentragcdo minima microbiota, foi

analisado se o extrato eliminaram realmente as leveduras.

2.5 POTENCIAL ANTIBIOFILME DOS EXTRATOS DA B. tetraphylla

A producéo de biofilme foi avaliada usando o método descrito por Shin (2002)
com adaptagdes, pois sua técnica foi descrita para bactérias e o microorganismo
utilizado na presente pesquisa foi um fungo. Foram utilizadas microplacas de
poliestireno com 96 pogos, preparadas com inoculo (100 mL; 0,5% escala de
McFaland) em 100 mL de meio RPMI, feito em quadruplicata. Foi utilizado controle
positivo para a levedura e o negativo para o meio. A microplaca foi incubada durante
24h a 37°C, sob agitagdo continua a 50 rpm, lavadas duas vezes com agua
destilada e a densidade 6ptica foi medida no leitor de microplacas a 405 nm. Para
quantificar a producdo de biofilme, a percentagem de transmitancia (%T) foi
calculado subtraindo % de T a partir dos valores do controle negativo (sem produgéo
de biofilme) e interpretado de acordo com a seguinte escala negativa (% T <5), 1 +
(5-20% T), 2+ (% T 20-35), 3+ (% T 35-50), 4+ (% T 50).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CONCENTRAGAO MINIMA INIBITORIA (CMI) E CONCENTRAGAO MINIMA
MICROBICIDA (CMM)

O extrato metandlico B. tetraphylla apresentou agao anti- C. albicans. O valor
de CMI para a linhagem UFPEDA 1007, foi de 0,625 mg/mL e CMM 1,25mg/ mL.
Para as linhagens clinicas o extrato metandlico da B. tetraphylla obteve CMI
variando de 0,625 mg/mL a 1,25 mg/mL e CMB de 1,25 mg/mL a 2,5mg/mL como
mostra a Tabela 1. As linhagens testadas apresentaram sensibilidade a fragao
metandlica, a uma concentragéo, destes 86% foram sensiveis a 0,625 mg/mL. Para
CMB, apenas 57% das linhagens foram sensiveis a uma concentragdo menor que

2,5 mg/mL. Assim, o CMIso para o extrato metandlico € de 0,625 mg/mL.

Tabela 1- Atividade antimicrobiana de B. tetraphylla do Extrato Metandlico

C. albicans CMI CMM CMM/CMI
F012 0,625mg/mL 1,25 mg/ mL 2
F022 0,625mg/ mL 2,5 mg/ mL 4
F082 0,625 mg/ mL 1,25 mg/ mL 2
F112 0,625mg/ mL 1,25 mg/ mL 2
F232 1,25mg/ mL 2,5 mg/ mL 2
F272 0,625 mg/ mL 2,5 mg/ mL 4

UFPEDA1007 0,625mg/ mL 1,25 mg/ mL 2

2Fonte de C. albicans secrec¢ao vaginal

O extrato metandlico de B. tetraphylla é ativo para todas as cepas testadas,
apresentando um potencial microbicida (relagdo CMM/CMI entre 2 e 4). De acordo
com a relaggo de CMM/CMI o extrato pode ser classificado como agentes
microbicidas (CMM/CMI < 4) (PANKEY; SABATH, 2004).

Em estudos realizados por Oliveira (2012), com o0 extrato
hidroalcoolico/fragdes de B. tetraphylla contra a C. albicans (UFPEDA1007), foram
observado a CMI de 12,5 mg/mL e uma CMM >25 mg/mL para o extrato bruto; e a

CMI de 12,5 mg/mL e uma CMM 25 mg/mL para as fragdes. Mostrando que os



resultados obtidos por Oliveira e seus colaboradores (2012) diferem do presente
estudo, devido a solventes utilizados na extracdo. Ratificando que a espécie possui
uma boa diversidade de componentes bioativos. Esse mesmo estudo relata que o
extrato/ fragdes obtidas com ciclo-hexano dede B. tetraphylla possui atividade
antimicrobiana de um modo amplo, onde a planta foi capaz de inibir fortemente o
crescimento de bactérias como Staphylococcus aureus, Bacillus. subtilis, Salmonella
enteritidis, Mycobacterium smegmatis, Micrococcus Iuteus e Pseudomonas

aeruginosa.

Violante (2009) realizou um estudo que mostra a presenga de compostos
como flavondides e taninos em extratos metanodlicos. Confirmando a analise
preliminar qualitativa o papel que os flavondides desempenham na biologia vegetal,
que &, por vezes, aproveitado para explorar suas atividades terapéuticas como,
antifungica e bactericida, permitindo a possibilidade de se encontrar novos e
eficazes compostos antimicrobianos. Os taninos sdao compostos que possuem a
habilidade de formar complexos com proteinas que sao insoluveis em agua. O efeito
antimicrobiano dos compostos pertencentes a este grupo, ja foi comprovada em

inumeros estudos relacionados a diferentes bactérias e fungos (MONTEIRO, 2005).

Extratos ricos em flavandides sao reconhecidos como bons agentes contra C.
albicans, como demonstrado por Yousefbeyk (2014) no extrato metandlico dos frutos
da Daucuslittoralis, onde foram obtidos valores de CMI e CMM respectivamente 7,8
mg/mL e 15,6 mg/mL. Do mesmo modo, Katerere (2012) analisaram trés plantas da
familia Combretaceae, que possuiam flavonéides e uma CMI de 6,25 ug/mL foi
obtido. Flavondides e taninos também sao conhecidos pelas suas atividades
antifungicas, antivirais, antioxidantes, antiinflamatdrias e antibacterianas (CUSHNIE,
2005).

Tendo em vista o problema da resisténcia a multiplos antimicrobianos,
revelou-se a importancia do conhecimento de espécies vegetais com propriedades
antimicrobianas e, consequentemente, a busca por substancias derivadas de plantas
teve grande impulso nos ultimos anos (ARRAIS, 2004). Newman & Cragg (2012)
realizaram uma ampla revisao referente a origem de novas drogas aprovadas para
uso humano em diversas patologias nos ultimos 30 anos, destacando a importancia

de produtos naturais e suas estruturas quimicas.



Entretanto, observa-se que as realizagdes de testes microbiologicos e
farmacolégicos complementares tornam-se relevantes diante da necessidade de se
estabelecer o real mecanismo de ac¢do dos produtos frente as cepas de C.

albicans e outras espécies de microrganismos potencialmente patogénicos.

3.2 ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO EXTRATO METANOLICO DE Buchenavia
tetraphylla

Neste ensaio foram testadas 7 linhagens de C. albicans, onde 5 espécie (FO1,
FO8, F11, F23 e F27) apresentaram formagao de biofiimes de 4+, a linhagem
padrao (UFPEDA1007) apresentou 1+ e FO2 n&o produziu biofiimes. Os 6 micro-
organismos que apresentaram resultados positivos foram expostos a concentragdes
de CMI do extrato metandlico de B. tetraphylla, apresentando um resultado
satisfatorio na atividade antibiofilme. Na concentracdo do CMI/2, as linhagens FO1,
F11, F23, F27 e UFPEDA1007 reduziram sua formag&o para 1+, porém a linhagem
FO8 nao apresentou mudancgas significativas permanecendo 4+. Quando expostas a
o CMI/4, ocorreu uma diminuicdo na sua formagdo, onde a linhagem F08 néo
apresentou mudangas, as linhagens FO1 e FO8 obterdo o resultado de 2+ e as
linhagem F11, F27 E UFPDA1007 apresentaram o resultado de 1+, como mostra a
Tabela 2.

Tabela 2 —Antibiofilme Buchenavia tetraphylla

C. albicans Formacao de biofilme CMI/2 CMi/4

FO1 4+ 1+ 2+
F02 NEGATIVO - -
FO8 4+ 4+ 4+
F11 4+ 1+ 1+
F23 4+ 1+ 2+
F27 4+ 1+ 1+
UFPEDA1007 1+ 1+ 1+

Negativo (%T < 5), 1+ (%T 5-20), 2+ (%T 20-35), 3+ (%T 35-50), 4+ (%T50).

Na pesquisa realizada por Diniz (2010), mostrou a presenga de flavondides e

taninos no extrato da folha de jabuticabeira apresentaram atividades significantes no



ensaio antibiofilmes. Os principais fatores de viruléncia em microrganismos sao a
presenga de biofilmes, tornando fungos de 10 a 100 vezes mais resistentes a
antimicrobianos em comparagao com fungos e bactérias de vida livre, por isso é
importante o conhecimento de fontes alternativas para o tratamento destes
microrganismos.

O extrato de Buchenavia tomentosa, planta da familia Combretaceae, estudado
por Teodoro (2016) foi capaz de inibir a formagédo de biofilme de C. albicans em
concentragao de 1/2 CIM, mostrando que outras plantas da mesma familia possuem
atividade para inibir a formacao de biofilme. Tais resultados discordam da pesquisa
realizada por Oliveira (2011) que avaliou a formagao do biofilme em C. albicans
isolados clinicos onde as linhagens analisadas nao foram capazes de formar
biofilme em superficie de poliestireno, nas condi¢gdes analisada.

Alves (2009), fez sua pesquisa utilizando extratos hidroalcoolico de vegetais
onde observou-se que o extrato da aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva All),
goiabeira (Psidium guajava Linn) e malva (Malva sylvestris) apresentaram atividade
antifungica sobre as cepas de C. albicans, reforgando a indicagéo terapéuticas das
plantas medicinais como método alternativo e de baixo custo, a nivel de producéo.

No experimento feito por Ledo (2009), ela enfatizou a patogenicidade da C.
albicans onde relata que a candidose pode atingir cerca de 75% das mulheres que
possuem vida sexual ativa. Sua pesquisa analisou a formacgao de biofilme de cepas
de C. albicans expostas a Lactobacillus rhamnosus. Chegou a conclusdo que
alimentos probioticos podem reduzir a quantidade de candida na microbiota normal,
sendo dessa forma, também, uma maneira alternativa de prevenir/ tratar a

patogenia.

4 CONCLUSAO

Considerando os dados levantados nessa pesquisa, constatou-se que os
resultados encontrados indicam que B. tetraphylla € uma grande fonte de agentes
antimicrobianos. O extrato apresentou formagédo antibiofiime na maioria das
linhagens testadas. Portanto, apresenta-se como um promissor antifungico no

tratamento contra C. albicans.



Os resultados encontrados na presente pesquisa sugere que trabalhos como
este possam contribuir para a realizacdo de pesquisa mais profunda envolvendo
extratos de mais espécies de plantas do bioma caatinga, estimulando a continuagéo
de estudos com fragdes de plantas, para que o potencial bioativo dessas seja mais

explorado.
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Ao 23° dia do més de maio, as 08:00h, no Auditério | da Faculdade Integrada de Pernambuco -
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Examinadora, formada pelos Professores: Carlos Eduardo de Oliveira Costa Junior, Ricardo Braz
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