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RESUMO

Os extratos vegetais podem ser uma alternativa a ser incorporado as novas formulagGes Os
extratos vegetais podem ser uma alternativa a ser incorporada as novas formulacdes
farmacéuticas, devido a presenca de metabdlitos secundarios, por apresentarem propriedades
que podem ser direcionadas a atividade antimicrobiana. O objetivo desse estudo foi analisar o
perfil fitoquimico e a atividade antifungica do extrato bruto de folhas de Syzygium cumini (L.)
Skeel sobre a Candida albicans. A andlise fitoquimica foi realizada por espectroscopia na
regido do visivel e quantificou-se polifendis, flavonoides, taninos condensados e saponinas
totais. A atividade antifangica foi realizada por meio da técnica de microdiluicdo em caldo.
Determinou-se a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) do extrato liofilizado de folhas frente a Candida albicans (ATCC 10231). A
quantificacdo de metabdlitos secundarios obteve resultados relevantes, especialmente com
altas concentragcdes de saponinas e polifendis totais. O extrato apresentou grande potencial
antifangico, demonstrando forte atividade fungistatica e fungicida. O S. cumini é uma planta
com bom potencial antifingico e aceitaveis concentracdes de compostos fitoquimicos, sendo
por isso recomendado a continuacgdo do seu estudo, objetivando no futuro, o desenvolvimento
de um fitoterapico adjuvante ao tratamento de candidoses bucais resistentes a terapia
convencional.

PALAVRAS-CHAVES: Fitoterapia. Syzygium cumini. Candida albicans



ABSTRACT

The plant extracts may be an alternative incorporation of new pharmaceutical formulations due
to the presence of secondary metabolites that show antimicrobial activity properties. The aim of
this study was to analyze the phytochemical profile and the antifungal activity of the crude
extract of leaves of Syzygiumcumini (L.) Skeel on Candida albicans. The phytochemical
analysis was performed byspectroscopy in the visible region to quantify polyphenols, flavonoids,
condensed tannins and total saponins. The antifungal activity was carried out by microdilution
technique in broth. It was determined the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the
Minimum Fungicidal Concentration (MFC) of the lyophilized extract of leaves to compare to the
Candida albicans (ATCC 10231). The quantification of secondary metabolites got satisfactory
results, especially with high concentrations of total polyphenols and saponins. The extract
showed great potential antifungal with strong fungistatic and fungicidal activity. In conclusion,
S. cumini is a plant with good potential antifungal and acceptable concentrations of
phytochemicals compounds. Therefore, the continuation of its study is highly recommended. In
addition, to get in the future, it is important to develop a phytotherapeutic to be an adjuvant to
oral candidiasis treatment, which is resistant to conventional therapy.

KEYWORDS: Phytotherapy; Syzygium cumini; Candida albicans.
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1 INTRODUCAO

A candidose constitui um espectro de infec¢gdes causadas por fungos do género
Candida e, ao longo das trés Ultimas décadas, tem ocorrido um aumento na sua
prevaléncia, devido ao crescente nUmero de pacientes que apresentam
comprometimento do sistema imunoldgico, incluindo os individuos com infecgdo pelo
HIV, transplantados, pacientes que recebem terapia antineoplasica (radioterapia e/ ou
quimioterapia), aumento da incidéncia de diabéticos, assim como o uso prolongado de
antibidticos de largo espectro. Todos esses fatores contribuem para o desenvolvimento
da candidose bucal (DONGARI- BAGTZOGLOU; FIDEL JUNIOR, 2005; MENEZES
etal., 2007; BASTOS et al., 2010; FARAH; LYNCH; McCULLOUGH, 2010).

Muitos medicamentos sintéticos foram desenvolvidos para o tratamento da
candidose bucal ao longo dos anos, contudo é fundamental que a busca por novas
terapias continuem, ja que essa infeccdo pode variar desde o leve envolvimento das
superficies mucosas a doenca fatal em pacientes gravemente imunodeprimidos
(NEVILLE et al., 2009). Uma diversidade de antifingicos existentes no mercado esta
relacionada a alguns fatores indesejaveis como resisténcia de algumas cepas a esses
farmacos ou presenca de efeitos adversos indesejados, principalmente em pacientes que
apresentam alterac6es do sistema imunolégico (PINTO, 2003; MENEZES et al., 2009).

O uso de plantas medicinais, no Brasil, vem se ampliando nos ultimos anos, e 0
estudo dessas plantas que apresentam propriedades terapéuticas, abrangendo as
antifungicas, tem crescido consideravelmente (MENEZES et al., 2009). Muitas plantas
medicinais de uso ja comprovado pela farmacologia e medicina ja sdo encontradas e

podem ser indicadas para uso na pratica odontoldgica (PEREIRA et al., 2009).

Syzygium cumini L. também nomeado por Eugenia jambolana, Eugenia cumini e
Syzygium jambolana, pertencente a familia Myrtaceae. Possui frutos sdo vulgarmente
conhecidos como jamun (Hindi), ameixa indiana, jamboldo, jambul. E uma &rvore
grande, da floresta perene amplamente distribuido da india, Sri Lanka, Malasia e
Australia, sendo também ¢é cultivada por seus frutos comestiveis. Foi introduzida da
india e da Asia tropical para o sul da Africa se estendendo com éxito para muitos paises
tropicais (CHASE; REVEAL, 2009).



11

Varios estudos demonstram a atividade antimicrobiana de S. cumini frente a um
numero consideravel de microrganismos, dentre esses Staphylococcus aureus,
Salmonella choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans,
Proteus spp., Klebsiella pneumoniae, Shigella spp., Proteus spp., Enterobacter
aerogenes e Escherichia coli (NASCIMENTO et al., 2000; HOFLING et al., 2010).
Além disso S. Cumini tem se destacado por apresentar outras propriedades
farmacologicas importantes como atividade antioxidante e antiproliferativa sobre
células tumorais (AFIFY et al. 2011).

As plantas podem ser uma alternativa aos antifingicos sintéticos que apresentam
muitas reacOes adversas, sao mais onerosos e frequentemente 0s microorganismos tém
desenvolvido  mecanismos  de  resisténcia  frente a  esses  farmacos
(PANCHAVARNAKILI et al., 2012). A importancia desse estudo € ratificada no
fato de que os agentes fitoterapicos produzem menos agressdes ao organismo,
apresentando-se como terapia alternativa frente aos microorganismos resistentes ao

tratamento com medicamentos alopaticos.

Diante do exposto, este estudo tem como objetivo, analisar o perfil fitoquimico
e a atividade antifungica do extrato de folhas do Syzygium cumini (L.) Skeel sobre

Candida albicans.

2 REFERENCIAL TEORICO
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2.1 CANDIDOSE BUCAL

A candidose bucal é uma infec¢do oportunista tendo por agente etioldgico
leveduras do género Candida, sendo a Candida albicans a maior responséavel por
desencadear as afeccdes bucais. Normalmente, acomete pacientes idosos, individuos
comprometidos imunologicamente e criangas. Clinicamente pode apresentar-se como:
placas pseudomembranosas, eritematosas, areas hiperplasicas, queilite angular e muitas
vezes associada a glossite romboide mediana. A sensacdo de dor e/ou queimagdo é
relatada pelos pacientes (SAMSON, 2013).

Segundo Xu et al. (2013) a candidose bucal estad entre as trés doencas
infecciosas que mais acometem pacientes com neoplasias maligna, submetidos a
métodos de terapia antineoplasica. O risco aumentado para a candidose é explicado
devido a altas doses de radiagdo em extensos campos que incluem a cavidade bucal
provocando uma reducdo no do fluxo salivar. Além disso, a atividade fagocitica
reduzida dos granuldcitos salivares frente a microrganismos pode explicar a maior
predisposicdo dos pacientes irradiados a candidose (JHAM; FREIRE, 2006).

Trés antimicoticos sistémicos tém sido amplamente utilizados no tratamento da
infeccdo por Candida, o fluconazol, itraconazol e cetoconazol. Porém, a
hepatotoxicidade resultou na contra indicacdo do cetoconazol. Os azdis orais podem
apresentar também, desconforto gastrointestinal e efeitos colaterais sistémicos. A
nistatina topica é a droga de escolha para o tratamento das infeccGes por Candida da
cavidade oral. A nistatina e 0 miconazol os antifingico tépicos de escolha no tratamento
da candidose. A principal queixa associada a nistatina é seu gosto amargo, repugnante.
(SOBEL, 2014).

Bonifait et al. (2012) analisaram composto ativos obtidos a partir de plantas que
pertencem a familia Rutaceae, descobriram moléculas naturais com forte potencial para
a prevencdo e tratamento de infecgfes bucais comuns, incluindo a candidose pelo fato
de inibir o crescimento da Candida albicans. Essa atividade pode ser explicada, pois 0s
fitoconstituintes apresentam uma propriedade quelante de ferro, que por sua vez

interfere no crescimento microbiano.
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Um estudo etnobotanico com curandeiros da Tanzania teve por objetivo
identificar de 36 espécies vegetais pertencentes a 21 familias de plantas que sao
utilizadas tradicionalmente para o tratamento de infeccdes por Candida. O
conhecimento dos curandeiros tradicionais sobre o tratamento de infec¢des por Candida
foi extremamente acatado pela literatura, treze (36,1%) das espécies teveram a atividade
antifungica previamente avaliada, validando a eficcia dos extratos de plantas
medicinais no tratamento de infec¢Bes por Candida. A raiz foi a parte mais utilizada da
planta seguido por folha, caule e ervas inteiras. A via de administracdo depende do tipo
de infeccdo Candida, no entanto, a via de maior escolha foi a oral (RUNYORO et al.,
2006).

E importante a busca de alternativas terapéuticas eficazes frente a Candidose
bucal, visto que é uma infeccdo odontolégica que atinge individuos saudaveis e
imunocomprometidos. O sistema imune é o principal fator que define a transicdo do
fungo de comensal para patogénico, porém os fatores de patogenicidade expressados
por C. albicans, tais como adesinas, mudanca fenotipica, variedade gendtipica,
comportamento dimorfico, e secrecdo de exoenzimas, podem contribuir para a
persisténcia da colonizacdo, assim como o0 desenvolvimento de sintomatologia

decorrente da infeccdo fungica (ROSSI et al., 2011).
2.2. COLONIZACAO DA Candida albicans NA CAVIDADE BUCAL

O mecanismo de aderéncia é fundamental para colonizacdo sobre o tecido e
estabelecimento da infeccdo fungica. O primeiro estagio de patogénese ocorre com a
adesédo da C. albicans ao substrato, seu biofilme apresenta arquitetura complexa, onde
ha& predominio de células filamentosas, leveduriformes e intercaladas (RODRIGUES et
al., 2007).

As adesinas sdo manoproteinas presentes na parede das leveduras do género
Candida, que possibilitam sua aderéncia a receptores extracelulares, como fibronectina,
fibrinogénio, e laminina encontrados nos tecidos humanos. O Agglutinin-Like Sequence
(Als) e um gene presente na C. albicans, responsavel por codificar glicoproteinas de

superficie celular relacionadas ao processo de adesdo as superficies das membranas
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mucosas, esse processo acontece quando o fungo encontra uma proteina ligada ao tecido
(KLOTZ; LIPKE, 2010; WINGETER et al., 2007).

Por possuir uma grande variagdo fenotipica e genotipica a Candia albicans
apresenta diferentes biotipos. As mudangas fenotipicas atuam no processo infeccioso,
pois torna o fungo mais patogénico durante o processo de invasdao ao hospedeiro.
Geneticamente foi comprovada a existéncia do locus tipo, Martyng Tipe (MTL),
responsavel por induzir alteracGes recombinantes entre as cepas, muta¢des no padréo do
MTL desencadeiam mudancas fenotipicas (GONZALEZ et al., 2008).

A Candida apresenta um comportamento dimdrfico, uma vez que possui a
capacidade de se diferenciar da forma unicelular leveduriforme para a forma
filamentosa (hifas ou pseudo-hifas), esse fenémeno permite que o fungo se adapte as
condicdes biologicas diversificadas. A morfologia celular deste fungo comporta-se nas
formas de leveduras e de hifas tanto durante o crescimento comensal, como também
durante o processo de infeccdo. As células fingicas invadem a mucosa através da
formacéo de hifas, que também desempenham um papel importante, evitando que a C.
albicans seja englobada por macrofagos e neutréfilos. A transicdo de levedura para hifa
é influenciada pelas condi¢cdes do meio, tal quais o pH, fontes de substancias quimicas,
temperatura (KULETA; KOZIK, 2009).

As exoenzimas secretadas pelas leveduras assumem um importante fator de
viruléncia. Quanto maior o nivel de fosfolipase na Candida maior sera a sua
patogenicidade, isso é explicado pelo fato dessas enzimas degradarem fosfolipides, o
que leva a uma danificacdo dos constituintes lipidicos da membrana celular,
ocasionando a lesdo tecidual no hospedeiro. O mecanismo de acdo da fosfolipase
consiste na liberacdo de produtos toxicos, a exemplo da lisolecitina que atua na
destruicdo de eritrocitos (NIEWERTH; KORTING, 2001).

As cepas com maior aderéncia ao epitélio bucal sdo as que apresentam uma
elevada atividade proteolitica, a enzima responsavel por esse mecanismo é a proteinase,
sua atividade é devido a classe de proteinase, aspartil-proteases (Sap). Sendo esta

responsavel por degradar proteinas, como colageno, queratina, albumina e
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imunoglobulinas, resultando na maior capacidade de colonizacdo e infiltracdo do fungo,

interferindo também na resposta imune do hospedeiro (NAGLIK et al., 2004).
2.3 Syzygium cumini (L.) Skeel

Originario da India, o jambol4o adaptou-se muito bem as condicdes de solo e
clima do Brasil, tornando-se espécie subespontanea na regido Nordeste. Os frutos sdo
tipo baga, muito parecidos as azeitonas; a frutificagdo ocorre de dezembro a maio, sua
coloracdo quando madura € preta, as sementes ficam envolvidas por uma polpa carnosa
e comestivel, doce, mas adstringente, sendo agradavel ao paladar (VIZZOTTO;
FETTER; 2009).

O jamboldo apresenta em sua composicao diferentes moléculas de taninos, que
quando presentes na dieta equilibrada com frutas e verduras sdo benéficas para a saude
humana. As propriedades antimicrobianas dos taninos sdo bem conhecidas e
comprovadas, suas moléculas estdo sendo testadas com a intencdo de se descobrir uma
droga eficiente contra o HIV (MONTEIRO et al., 2005).

As diferentes partes do jamboldo sdo amplamente utilizadas na medicina
popular. O caule e a casca do fruto possuem propriedades para controle de diabetes,
atividade anticarcinogénica e anti-inflamatéria. Os frutos também tém acéo
hipoglicemiante e uma alta atividade antioxidante, destaca-se a presenca do acido
elagico que confere caracteristicas antioxidantes e anticarcinogénicas (VIZZOTTO;
FETTER, 20009).

Em estudo desenvolvido por Nascimento et al. (2000) verificou-se que, o S.
Cumini apresenta um grande potencial antimicrobiano, frente a uma variedade de
microrganismos, inibindo 57,1% das cepas testadas, sendo essas: Staphylococcus
aureus, Salmonella choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida
albicans, Proteus spp., Klebsiella pneumoniae, Shigella spp., Proteus spp.,

Enterobacter aerogenes e Escherichia coli.

Loguércio et al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana de folhas de S.
cumini frente a 17 isolados bacterianos, das seguintes espécies: Staphylococcus ssp.,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Bacillus cereus, Corynebacterium
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ssp., Rhodococcus equi, Streptococcus canis, Escherichia coli, Salmonela typhi,
Staphylococcus cholerasuis, Pseudomonas aeruginosa e Proteus spp., dentre esses,
Gram positivos e Gram negativos. Constatou-se 100% de inibicdo do crescimento sobre
as bactérias testadas e os isolados bacterianos. Os autores chegaram a conclusao de que
a atividade antimicrobiana do jambol&o n&o apresentou diferenca de sensibilidade entre

microrganismos em relacdo aos Gram positivos e Gram negativos.

O fungo do género Candida e as espécies albicans, dubliniensis, parapsilosis,
tropicalis, guilliermondii utilis, krusei, lusitaniae, glabrata e rugosa de interesse clinico
foram testadas a fim de verificar a atividade antifungica de extrato diclometanico de
sementes de S. cumini. Os resultados foram satisfatorios com Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) variando entre 0.06 a 0.001 mg/mL indicando que novos agentes
terapéuticos podem ser formulado a partir do Jamboldo para inibir o crescimento de
Candida (HOFLING et al., 2010).

2.4 FITOCONSTIUINTES DO Syzygium cumini

Taninos, flavonoides, Oleos essenciais, antocianinas e outros constituintes
fenolicos sdo os compostos fitoquimicos mais encontrados no género Syzygium
(MIGLIATO et al., 2007).

Os fitoconstituintes do S. Cumini tem sido amplamente estudado por varios
autores, alguns compostos encontrados foram os seguintes: na casca do caule canferol,
acidos oleandlico, triterpendides, quercetina, nos frutos antocianidinas e nas flores, o
acido oleandlico. Nas sementes taninos hidrolisaveis, quercetina, antimelina, 6leo
essencial, materiais resinosos, glicose; e por fim nas folhas que foi a parte estudada
neste trabalho encontrou-se polifenois totais, flavonoides, taninos e saponinas
(MIGLIATO et al., 2006).

Os polifendis, também conhecidos como composto fendlico compreende um
grande grupo de moléculas presentes em frutas, hortalicas, vegetais, e algumas bebidas
como café e vinho. No reino vegetal, tem por funcdo a protecdo das plantas, contra
insetos e microrganismo, em alguns alimentos os compostos fenolicos conferem
pigmentacdo, como também algumas caracteristicas organolépticas, tais qual o sabor e

odor. Sua estrutura quimica é basicamente derivada do benzeno com uma ligacdo a um
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grupo hidrofilico. Os polifenois sdo classificados em quatro familias: flavonoides,
acidos fendlicos, lignanas e estilbenos, dependendo da forma que os anéis poli-fendlicos
ligam-se uns aos outros. (MANACH, 2004).

Castro et al. (2012) afirmam que os polifenois sdo altamente benéficos a saude,
dentre seus efeitos bioldgicos sdo validos citar a inibicdo da proliferacdo celular,
potencial antialérgico, atividade antimicrobiana, como também sua atividade
antiinflamatdria. A atividade antimicrobiana dos compostos fendlicos é devida a sua
acao na parede celular dos microrganismos combinando-se assim com as suas adesinas,

de forma a comprometer a adesd@o do microrganismo sobre a superficie celular.

Os flavonoides agem em varios processos, nas plantas é responsavel pela
coloragéo, protegédo contra os raios Ultra Violetas, protege contra predadores e controla
os hormdnios vegetais e os acidos fenolicos. Sua estrutura basica é formada por dois
anéis aromaticos unidos por uma cadeia de trés atomos de carbono. Dois tipos de
flavonoides sdo responsaveis pela atividade antifingica sendo eles a isoflavona e as
flavonas (DASTIBAR, 2004; MENEZES, 2005).

Salas et al. (2011) afirmam que a eficacia dos flavondides frente a leveduras,
pode ser explicado, devido seu grande potencial em inibir a germinacdo de fungos
patogénicos nas plantas, este argumento pode orientar 0s possiveis estudos sobre o
mecanismo dos flavonoides no combate a infec¢cdes causadas por leveduras no homem.
A formacdo de complexos entre flavonoides e as proteinas presentes nas paredes
celulares dos fungos, como também a capacidade de romper membranas das leveduras,

por causa da sua natureza lipofilica, pode explicar essa atividade antifungica.

As saponinas apresentam em sua estrutura uma parte lipofilica e outra parte
com caracteristicas hidrofilicas esta caracteristica permite a formacdo de complexos
com proteinas, fosfolipideos e esterdides, de membranas resultando em alteracGes na
permeabilidade e destruicdo celular, relacionado a este fenémeno anfilico (hidrofébico-
hidrofilico), estdo a atividade hemolitica e fungicida (SARKER; NAHAR, 2009).

Quando as saponinas interagem com as moléculas de colesterdis que compde a
membrana do eritrocito, ocorre a hemdlise, esse fendbmeno consiste na mudanca da

conformacdo da membrana, o que possibilita a entrada de agua e ions dentro da célula,
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resultando no seu rompimento e liberacdo de hemoglonia, por meio dessa atividade
hemolitica, sendo esta uma possivel explicacdo para a atividade antifingica
(SCHENKEL et al., 2001). As saponinas conferem a protecdo do vegetal, frente ao

ataque de insetos e microrganismos.

Os taninos condensados geralmente sdo encontrados em vegetais lenhosos,
também podem ser denominados por proantocianidinas, pois apresenta em sua
composi¢do uma variacdo de pigmentos avermelhados, as moléculas de taninos variam
muito estruturalmente e sdo compostos por polifenol, grupos carboxila e hidroxila,

podendo liga-se a macromoléculas e proteinas (MONTEIRO et al., 2005).

As atividade bioldgicas dos taninos sdo extremamente promissoras, estudos
apontam sua acdo antimicrobiana, reparacdo de tecidos e regularizacdo de proteinas e
enzimas, grupos de taninos estdo sendo estudados minuciosamente, tendo por finalidade
encontrar uma droga efetiva contra o virus HIV. A eficacia antifungica ocorrem por
meio dos seguintes processos: capacidade de formar complexos com polissacarideos e
proteinas, complexacdo com ions metalicos e atividade antioxidante e sequestradora de
radicais livres (BRUNET et al., 2003).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Analisar o perfil fitoquimico e a atividade antifungica do extrato bruto de

folhas do Syzygium cumini (L.) Skeel sobre Candida albicans.
3.1 ESPECIFICOS

* Realizar um Screening fitoquimico do extrato liofilizado de folha de Syzigium Cumini,
por meio da quantificacdo de compostos ativos, tais como polifenois, flavonoides,

saponinas e taninos;

* Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida

Minima (CFM) do extrato de S. cumini sobre Candida albicans.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas foram obtidas a partir de arvore de Syzygium cumini L. Skeels
(Myrtaceae), cultivadas na Chéacara Flor do Campo, localizada na zona rural do
Municipio de Campina Grande, Paraiba, coletadas em dezembro de 2012. Seco o
material, uma amostra da planta foi enviada ao Herbario "Arruda Céamara", da
Universidade Estadual da Paraiba, em Campina Grande, para identificacdo boténica e
registro do exemplar, exsicata (1023). A secagem do material vegetal foi em estufa
(FANEM — Modelo 330 /5), a 45°C até obter um teor de umidade de 20%. As folhas
foram processadas em moinho de facas (SOLAB — Modelo SL 30). Em seguida,
misturou-se 0 po resultante com a solucdo hidroalcodlica (etanol 70%) pela técnica de
percolacdo. Ao final, o extrato hidroalcodlico a 70% foi submetido a secagem por
liofilizacéo (liofilizador LS 3000_Terroni®).

4.2 DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS, FLAVONOIDES, SAPONINAS
TOTAIS E TANINOS CONDENSADOS

4.2.1 Determinacéo de polifendis totais

A determinacdo do teor de polifendis totais seguiu a metodologia proposta por
Chandra e Mejia (2004) com adaptacdes, através de espectroscopia na regidao do visivel
por meio do método de Folin-Ciocalteu. Submeteu ao estado de repouso por dois
minutos, uma mistura de 1 mL da solucdo aquosa do extrato com 1 mL do reagente de
Folin-Ciocalteau 1N. Em seguida, 2mL de uma solucdo aquosa de Na2CO3 a 20%
(p/v) foi adicionada, e a mistura permaneceu em repouso por mais 10 minutos. Por
ultimo, foi feita a leitura da absorbancia a 757 nm em espectrofotémetro (Shimadzu®
UV mini — 1240), contra um branco composto por agua destilada, reagente de Folin-
Ciocalteau e solucao a 20% de Na2CO3.

A curva de calibragdo foi obtida a partir de solugdes de &cido galico nas
concentragdes de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 pg/mL. A concentracdo de
polifenodis foi expressa em miligramas equivalentes de acido galico. As analises foram

realizadas em triplicata.
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4.2.2 Determinacéo de flavonoides totais

Meda et al. (2005) sugere um meétodo para a quantificacdo de flavonoides
totais, o qual foi aplicado nesta pesquisa. Obteve-se uma mistura de 5 mL de extrato
dissolvido em metanol no mesmo volume de uma solugéo (em metanol) de Cloreto de
Aluminio (AICI3) a 2% (p/v). Apds 10 minutos de repouso, foi realizada a leitura da

absorbancia a 415 nm, contra um branco composto pela solugédo de AICI3.

A determinacdo da curva de calibracdo foi obtida a partir de uma solucéo
padrdo a 100 pug/mL, preparada pela dissolucdo de 10 mg de quercetina em 100 mL de
metanol. A amostra branca consistiu em metanol. O total de flavonoides foi
determinado por meio da curva de calibragdo utilizando quercetina (Sigma—Aldrich
Chemie, Steinheim, Germany) nas concentracoes 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 ¢
30 ug mL-1 e expresso em mg equivalente de quercetina. As analises foram realizadas

em triplicata.
4.2.3 Determinag&o de saponinas totais

O teor de saponinas no extrato de S. cumini foi determinado utilizando o0 método
descrito por Makkar; Siddhuraju e Becker (2007). A 250 pL da solugdo do extrato (em
metanol 80%), adicionou-se 250 pL de uma solugdo de vanilina (8% em etanol) e 2,5
mL de acido sulfarico (72%). Os tubos foram incubados a 60°C em banho-maria por 10
minutos, sendo transferidos para um banho de gelo, onde permaneceram por quatro
minutos. A leitura da absorbancia foi feita em 544 nm, contra um branco composto pela

solucdo de vanilina, metanol 80% e &cido sulfdrico.

A curva de calibragéo foi obtida a partir de uma solucdo padrdo a 500 pg/mL,
preparada pela dissolucdo de 10 mg de disogenina em 20 mL de metanol a 80%. A
partir dessa solucdo, foram feitas diluicdes em triplicata, obtendo-se solucdes de
quercetina nas concentragdes de 100, 200, 300, 400 e 500 pg/mL. A concentracdo de
saponinas foi expressa em miligramas equivalentes de disogenina. As analises foram

realizadas em triplicata.
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4.2.4 Determinagdo de taninos condensados

A determinacdo do conteddo de taninos condensados seguiu 0 método descrito
por Makkar e Becker (1993). A 0,5 mL da amostra do extrato vegetal foi adicionado 3
mL de uma solucdo de vanilina (4% p/v em metanol); em seguida, adicionou-se 1,5 mL
de acido cloridrico (HCI) concentrado (37%). A reacdo ocorreu em tubos de ensaio,
mergulhados em agua a cerca de 22 °C. A leitura foi feita a 500 nm, contra um branco

composto pela solucéo de vanilina, HCI e uma solucéo de etanol 50% (v/v) em agua.

A curva de calibracéo foi obtida a partir de uma solucéo padrdo de catequina
obtida pela dissolucdo de 10 mg do padrdo em 100 mL de metanol. A partir dessa
solucéo, foram realizadas diluicdes em triplicata, de forma a obter solugdes de catequina
nas concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg/mL. A concentracdo de
taninos condensados foi expressa em miligramas equivalentes de catequina. As analises

foram realizadas em triplicata.
4.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A partir do extrato liofilizado procedeu-se um screening microbioldgico
determinando a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) por meio da técnica de
microdiluicdo em caldo descrita no documento Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2002). O extrato foi diluido em alcool 40% e testado na concentracédo
de 4 mg/mL. Foram feitas triplicatas em trés dias alternados para avaliar a

reprodutibilidade do método.
4.3.1 Linhagem ensaiada

Foi selecionada cepa padrdo American Type Culture Collection (ATCC)
disponibilizadas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ): Candida albicans
(ATCC 10231).

4.3.2 Meio de cultura

Para realizacdo dos testes de sensibilidade dos microrganismos ao extrato
vegetal preparado foi utilizado o caldo Sabouraud (HIMEDIA). Para a CFM, 0 meio de
cultura Agar Sabouraud (HIMEDIA).
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4.3.3 Preparo do inoculo

O preparo do inéculo para os testes de suscetibilidade foi realizado através do
método de microdiluigdo seguindo as recomendagdes do protocolo M27-A2 para
leveduras (CLSI, 2002). A concentragdo do indculo, apds ajuste em espectrofotdmetro
(530nm), corresponde a 5 x 10° UFC/mL e, ap6s diluicBes sucessivas, 2,5 x 103 UFC
/mL.

4.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) PELO
METODO DA MICRODILUICAO

Foram distribuidos nos orificios de cada coluna, 100 pL do caldo Sabouraud
para fungo. Na coluna 1 - linha A foram acrescentados 50 mL (micropipeta Eppendorf,
Research plus, 20-200 pL) de solucdo da amostra testada, de concentragdo conhecida,
sendo estes referentes ao controle de esterilidade das amostras. Em seguida, na linha B
foram adicionadas 100 pL dos extratos para em seguida efetuar uma diluicdo seriada
Nnos pogos consecutivos, retirando-se 100 puL do poco de maior concentragdo para o

poco seguinte. Os 100 pL finais foram desprezados.

A partir das suspensdes padrdes de Candida albicans foram pipetados 100 pL
dessa suspensdo em cada poco. As primeiras colunas correspondem ao controle positivo
e nistatina 100.000 Ul/mL e controle negativo (o diluente do extrato, no caso, alcool
40%).

As placas foram incubadas por 48 horas a 36 °C em atmosfera anaerdbia,
microaerofilia (CLSI, 2002).

4.4.1 Leitura dos resultados da CIM

Foram adicionados 20 mL da solucdo de cloreto de resazurina 0,01% (Sigma
Aldrich Chemistry) ap0s o periodo de incubacdo e as placas re-incubadas por 40
minutos. A CIM foi definida como a menor concentracdo da amostra, capaz de impedir
o0 aparecimento de coloragdo vermelha, conferida ao meio quando as células apresentam
atividade respiratoria (CLSI, 2002).
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4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Determinada a CIM dos extratos pdde-se confirmar a atividade fungicida dos
mesmos através da determinagdo da CFM, por meio de plagueamento por superficie do
material do poco correspondente & CIM e concentracfes anteriores a este, em meio de
cultura especifico. As placas foram submetidas a incubacdo a 35°C +- 1°C, durante 48

horas, para crescimento de C. albicans (CLSI, 2002).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS, FLAVONOIDES, SAPONINAS
TOTAIS E TANINOS CONDENSADOS

A caracterizacdo quimica das espécies vegetais, com determinacdo dos grupos
de metabdlitos secundarios, é considerada uma abordagem desafiadora. Porém, em
funcdo da complexidade quimica é de extrema importancia, visto que plantas medicinais
dispdem de uma fonte rica de substancias, o que prediz valores terapéuticos, envolvidos
principalmente com atividade antimicrobiana e antioxidante (JEON et al., 2011,
NEWMAN; CRAGG, 2007). Os mais importantes fitocompostos encontrados e que
estdo relacionados com essas atividades terapéuticas sdo compostos fenolicos,
flavonoides, saponinas e taninos (PANCHAVARNAKILI et al., 2012). Neste estudo, 0
composto fitoquimico que apresentou maior concentragdo no extrato liofilizado de
folhas de S. cumini foram saponinas, seguido pelos polifendis, taninos e flavonoides
(tabela 1).

Na literatura, pesquisas fitoquimicas, de carater quantitativo com folhas de S.
cumini sdo escassos, Kaneria et al. (2009) estudaram os componentes fitoquimicos de
folhas, qualitativamente. Foi observado que a presenca de taninos prevaleceu em
relagdo & de saponina, com uma diferenga discreta, contradizendo o presente estudo,
visto que, neste, o teor de saponinas foi 94% maior que o de taninos. No entanto, 0s
resultados do presente estudo mostram-se mais seguros, uma vez que, além de
identificar a presenca marcante de saponinas no extrato, a concentracdo desse composto
ativo é expressa em miligramas equivalentes de disogenina, seu padrdo de referéncia.
Vale ressaltar, nesse estudo, a importancia de se ter quantificado no extrato de folhas de
jamboldo, a presenca marcante de saponinas, metabo6lito secundario, que constitui uma
das classes de maior destaque devido a sua ampla distribuicdo no reino vegetal e suas
importantes atividades bioldgicas, dentre elas antibacteriana, antifungica (DINIZ, 2006;
KAISER; PAVEI; ORTEGA, 2010).
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Tabelal. Composicdo quimica do extrato liofilizado de folhas de S. cumini L. Skeel obtidos por

espectroscopia na regido do visivel.

COMPOSTO Polifenois Flavonoides Saponinas Taninos

condensados

TEOR (mg/g) 100,10 + 39,97 23,04 + 3,02 820,35 + 225,38 54,26 + 0,39

* mg de equivalentes do padrdo de referéncia por g de extrato.

Estudo quantitativo semelhante a este foi realizado por Luzia; Jorge (2009) e
fornece dados de que a concentracdo de polifendis totais encontrada em extrato
etanolico de sementes de S. cumini (130,56 mg) foi concordante ao encontrado no
presente estudo (100,10 = 0,39 mg/g) com folhas. Neste estudo, a concentracdo
mostrou-se um pouco menor, o que indica que ha pouca diferenca entre a composi¢do
desse composto ativo entre sementes e folhas. E conhecido que polifendis podem
apresentar atividade antimicrobiana, pois agem sobre a parede celular dos
microrganismos combinando-se assim com as suas adesinas, de forma a comprometer a

adesdo do microrganismo sobre a superficie celular (CASTRO et al., 2012).

A atual pesquisa revela um valor de taninos bem maior em folhas,
representando 54,263+ 0,39 mg/g de extrato, comparando-se ao trabalho realizado por
Saha; Zaman; Roy (2013) em suco, polpa do fruto e sementes (6.9mg/g, 20.7mg/g e
21.0mg/g, respectivamente). O mesmo estudo ainda determina o teor de flavondides em
extrato metandlico de sementes e suco do fruto de jamboldo, revelando que o valor
desse composto na atual pesquisa mostrou-se bem menor, comparando-se ao encontrado
por esses autores em extrato metandlico de sementes, com teor de 715 mg/g. Em
contrapartida, mostrou-se maior (23,043 + 3,02 mg/g) que o suco do fruto de jamboléo

(10mg/mL) determinado por Saha; Zaman; Roy (2013).
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5.2 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM), E
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Pouco € descrito na literatura sobre a atividade antifungica do extrato liofilizado
de Syzygium cumini, pela técnica de microdiluicdo. Para Candida albicans o extrato
apresentou um grande potencial de inibicdo de crescimento, com CIM de 62,5 pug/mL,

mostrando-se fungistatico e fungicida conforme apresentado na Tabela 2.

Os controles positivos e negativos mostraram-se efetivos, ndo houve
contaminacdo dos extratos nem dos meios de cultura, o alcool a 40% ndo apresentou

inibicdo fangica e a CIM do controle positivo foi de 15,6 pg/mL, para nistatina.

Optou-se neste estudo pela classificagdo de Aligiannis et al. (2001), que propde
a classificacdo de produtos naturais baseada nos resultados da CIM. Inibidores potentes:
CIM até 500 pg/mL; inibidores moderados: CIM entre 600 e 1500 pg/mL; inibidores
fracos: CIM acima de 1600 pg/mL.

Tendo em vista esta classificacdo e diante dos resultados apresentados, S.
Cumini apresentou-se como um inibidor potente frente a Candida albicans. A candidose
bucal é uma infeccdo oportunista, tendo por agente etioldgico leveduras do género
Candida, sendo a Candida albicans a maior responsavel por desencadear as afec¢des
bucais. Esse resultado mostrou-se importante para dar embasamento cientifico ao uso
popular, visto que o Syzygium cumini ja é utilizada na medicina popular para tratar
ulceracdes, afeccOes da garganta e outras doencas da cavidade bucal (COSTA et al.,
2009).

As ConcentracBes Fungicidas Minimas foram determinadas apenas para 0s
extratos que apresentaram atividade frente a cepa testada. A CFM sugere que S. cumini

é fungicida nas concentragdes de 250 pg/mL, 125 pug/mL e 62,5 pug/mL.
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Tabela 2. Determinagédo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima

(CFM) dos extratos liofilizados de folhas de S. cumini de trés analises (I, Il e I11) em dias alternados.

Réplicas CIM (ug/mL) e CFM (pg/mL)

Microrganismo

Candida albicans

I 62.5
I 62.5
i 62.5
CIM 625+0
CFM 62.5

Controle: CIM = 15,6pg/mL nistatina

Desse modo, os resultados apresentados neste estudo indicam que S. cumini €
efetivo sobre fungos, corroborando com o estudo desenvolvido por Chandrasekaran;
Venkatesalu, (2004). Os autores testaram S. cumini frente a bactérias Gram positivas
(Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus), Gram negativas (Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeuginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli) e cepas fungicas
(Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger, Rhizopus sp., Trichophytonrubrum, Trichophyton
mentagrophytes e Microsporum gypseum). A atividade antimicrobiana mostrou que
dentre os microrganismos testados, apenas duas cepas bacterianas (Staphylococcus
aureus e Bacillus subtilis) foram sensiveis ao extrato, enquanto que para fungos, quatro
espécies fungicas (Candida albicans, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus,

Aspergillus niger) apresentaram inibicao do crescimento.

A atividade antifingica enfatiza que os resultados desta pesquisa mostraram-se
semelhantes aos apresentados por Oliveira (2007), o qual foi realizado por meio de
técnica de macrodiluicdo em meio agar solido ( discos e pogos) com extrato
hidroalcodlico de folhas do jamboldo frente Candida albicans. A Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) realizada por microdiluicdo variou de 70 a 200ug/mL,

mostrando um pouco superior ao apresentado nesta pesquisa, indicando atividade
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antifungica em ambos os estudos, especialmente mais potente neste estudo, com CIM

de 62,5 pg/mL, considerada atividade forte do extrato frente ao crescimento flngico.

Em outro estudo, realizado por Hofling et al. (2010), para avaliar a atividade
antifungica de extratos diclorometanico e metanolico de sementes de S. cumini frente a
C. albicans revelou CIM's de 30 pg/mL e 1 pg/mL, respectivamente, mostrando-se
maior atividade antifungica de sementes com esses solventes extratores do que em
folhas com solucéo hidroalcodlica a 70% para dar origem ao extrato liofilizado, como
foi realizado nesse trabalho. No entanto, apesar de sementes terem apresentado melhor
atividade antifangica conforme Hofling et al. (2010), esses solventes sdo mais toxicos
para o organismo humano. Assim, pode-se enfatizar que os atuais resultados para folhas

revelam melhor seguranca e eficacia.

A bioprospeccdo por meio de estudos com essa espécie vegetal deve ser
continuada, objetivando no futuro, o desenvolvimento de um fitoterapico adjuvante ao

tratamento de candidoses resistentes a terapia convencional.
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6 CONCLUSAO

A quantificacdo dos fitoconstiuintes do extrato liofilizado da folha de Syzygium
cumini L. Skeel obteve resultados expressivos, podendo justificar o efeito antifungico
encontrado, especialmente devido a altas concentrac6es de polifenois totais e saponinas;

Baseado nos resultados da CIM e CFM, folhas de S. cumini tém atividade
fungistatica e fungicida para C. albicans, visto que, na concentracdo em que inibiu o
crescimento também conseguiu causar a lise de células flngicas e, consequentemente,

morte celular.
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