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SENSIBILIDADE E ASPECTO MORFOLOGICO DA Candida albicans TRATADA
COM O EXTRATO DA Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan

Arella Cristina Muniz Brito"

RESUMO

A candidose é uma das infecgbes mucocutaneas mais prevalentes na cavidade oral,
causada principalmente pela espécie Candida albicans. E conhecida por acometer
frequentemente pacientes imunocomprometidos e usuarios de protese total superior
mal adaptada e/ou ma higienizada. O objetivo deste estudo foi avaliar a
sensibilidade e morfologia da C. albicans tratada com o extrato hidroalcodlico das
cascas da Anadenanthera colubrina (Vell.)Brenan. O potencial antifungico da A.
colubrina (angico) foi determinado através da técnica da microdiluicdo em caldo,
frente a espécie C. albicans, sendo duas cepas padrao (C. albicans ATCC 5314, C.
albicans ATCC 90028) e dois isolados clinicos frescos da cavidade oral. Para
analise morfologica foram realizadas duas técnicas, uma utilizando a coloragéo da
Candida com Calcofluor White, com leitura em microscopio optico de fluorescéncia,
e a outra correspondeu a visualizagdo do tubo germinativo, utilizando a técnica de
adesdo ao substrato abidtico e leitura em microscopio invertido. O extrato da A.
colubrina apresentou forte atividade antifungica frente as cepas e aos isolados
clinicos frescos de C. albicans (CIM de 19,5 ug/mL e 39 ug/mL), com visiveis
alteragbes morfolégicas, em que foram observadas diminuicdo do volume celular,
mudancgas na parede celular e na formagao do tubo germinativo. A A. colubrina
possui potencial antifungico frente a C. albicans, apresentando-se como uma fonte
promissora de compostos bioativos para o desenvolvimento de produtos para o
tratamento da candidose.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Fabaceae. Candida albicans. Produtos com

agao antimicrobiana.

1 INTRODUCAO

A candidose oral € uma micose provocada por espécies do género Candida e
constitui uma das infecgbes mais frequentes na cavidade oral (CORONADO-
CASTELLOTE, JIMENEZ-SORIANO, 2013). Dentre as espécies de Candida, a
Candida albicans é a mais comumente isolada e chega a ocorrer em cerca de 50%

dos casos de candidose e em torno de 80% dos individuos saudaveis (SHAO et al,
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2007, GARCIA-CUESTA et al, 2014, KULLBERG, ARENDRUP, 2015, PAULONE et
al, 2017).

Caracteriza-se como uma infeccdo oportunista, bastante comum em
pacientes com supressdo imunoldgica, como em pacientes com cancer, 0rgéos
transplantados, doengas hematolégicas e, especialmente, os afetados pela
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), estando presente em cerca de 80%
a 90% de individuos portadores do virus HIV (FIDEL, 2011, SANTOS, 2010,
GARBEE et al, 2016, CLARK-ORDONES et al, 2016). Essas condigbes, também,
favorecem a evolugdo da candidose mucocutdanea para a forma sistémica, a
candidemia, agravando o quadro de morbidade e os indices de mortalidade,
constituindo assim um problema de saude publica(SARDI et al, 2013)

Além dessas condi¢cdes sistémicas, outros fatores favorecem o
desenvolvimento da candidose oral. Fatores locais podem contribuir na instalagéo da
doenga, como por exemplo, a hipossalivagéo, o uso de prétese total mal adaptada e
com precarias condigées de higiene. Nesses casos, a infecgdo € clinicamente
denominada de estomatite protética, e geralmente classificada como candidose
eritematosa (WILLIAMS et al, 2011, THILAKUMARA et al, 2016).

As espécies de Candida fazem parte da microbiota oral e quando estdo em
condicoes favoraveis ao seu potencial patogénico expressam fatores de viruléncia,
que promovem a infecgdo. Dentre esses fatores, destacam-se as transigdes
morfoldgicas, caracterizadas pela formagdo de tubos germinativos e hifas,
expressao de adesinas, secrecdo de proteinases, culminando para a formagao do
biofilme (INCI et al, 2012). A compreens&o dos estagios morfoldgicos da C. albicans
€ necessaria para o desenvolvimento de terapias que possam tratar ou prevenir a
candidose (BERMAN ; SUDBERRY, 2002)

O tratamento da candidose oral inclui comumente o uso da nistatina e/ou do
miconazol. Apesar de serem eficazes, podem desencadear efeitos adversos, como
disfungbes gastrointestinais e dermatite de contato (BAKHSHI et al, 2012, DIAS et
al, 2013). Além dos efeitos adversos, outra crescente preocupacgdo diz respeito a
resisténcia aos antifungicos disponiveis no mercado (LUKASZUK et al, 2017). Sabe-

se que 0s microrganismos buscam outros mecanismos para sobrevivéncia, em que



tentam diminuir a afinidade ao farmaco, reduzir seu acumulo no interior das células,
gerando modificagdes no metabolismo da célula para tentar contrabalangar o efeito
do farmaco utilizado (VANDEPUTTE et al, 2012).

Nessa circunstancia, novos antifungicos, mais seguros e eficazes, sao
necessarios como fonte renovavel para a descoberta de novos compostos bioativos,
e neste sentido, ressaltam-se as plantas medicinais como uma rica fonte de
principios ativos (ARIF et al 2009, SEN; SAMANTA, 2014; SWAMY e SINNIAH,
2015).

Diversas plantas sdo usadas para fins medicinais pela populagéo, dentre elas,
destaca-se a Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, pertencente a familia
Fabaceae, encontrada no bioma Caatinga, principalmente no Nordeste brasileiro,
conhecida popularmente por angico, angico-liso ou angico-branco (NEPOMUCENO
et al, 2007; WEBER et al, 2011). Utilizada na medicina popular para o tratamento de
infecgbes respiratérias, inflamagbes e odontalgias (ALBUQUERQUE et al, 2006;
ARAUJO, et al 2008).

As propriedades biologicas e terapéuticas da A. colubrina vém sendo
investigadas. O extrato das cascas da A. colubrina apresenta expressiva atividade
frente ao Streptococcus aureus (PALMEIRA et al, 2010; ROCHA et al 2013),
atividade antifungica frente a C. albicans (CARVALHO et al, 2011; LIMA et al 2014,
NUNES et al, 2015; SILVA, 2017), além de resultados favoraveis em relagéo a
citotoxicidade in vitro e in vivo (SILVA, 2017).

O objetivo deste estudo foi avaliar a sensibilidade e morfologia de cepas
padrao e isolados clinicos frescos da cavidade oral de C. albicans tratadas com o

extrato hidroalcodlico das cascas da Anadenanthera colubrina (Vell.)Brenan. .

2 METODOLOGIA

2.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo experimental in vitro, com observagéo direta em
laboratorio (MARCONI; LAKATOS, 2011).
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2.2 Local do Estudo

As andlises foram realizadas no Laboratério de Anadlises e Diagndstico, no
departamento de Odontologia, e no Laboratério de Ecologia Aquatica (LEAQ), nas
Trés Marias, ambos na Universidade Estadual da Paraiba(UEPB), Campus |.

2.3 Material Vegetal

Foram coletadas as cascas da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan no
municipio de Queimadas, regido do semiarido da Paraiba (7° 22’ 25”S, 35° 59’ 32"
W), no més de setembro de 2013. A Autorizagdo de acesso ao patrimdnio genético
para pesquisa cientifica/CNPq foi o processo n° 010682/2015-5. O material foi
acondicionado em sacos de papel e secos em estufa de ar circulante (FANEM ®,
modelo 330) a temperatura de 40°C até a obtengéo de peso constante. O espécime
testemunho foi depositado no herbario Manuel de Arruda Camara da Universidade
Estadual de Paraiba, Campus |, Campina Grande, Paraiba (n°667/ ACAM).

2.4 Obtencao do extrato

Para obtencao do extrato hidroalcodlico da casca da A. colubrina, foi realizado
0 processo de maceragdo por 48 horas, usando a proporgédo de 10 mg da planta
para 25 mL de alcool etilico 80% (CARVALHO, et al 2011). Em seguida o solvente
foi evaporado a vacuo a 40°C (Quimis® / Q344 M) e liofilizado (Labconco® /

Freezone 4.5).

2.5 Caracterizagao do potencial antifungico

2.5.1 Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragéo Fungicida Minima (CFM)

O potencial antifungico foi analisado por meio da técnica da microdiluigdo em
caldo, com determinacdo da concentracdo inibitéria minima e concentragao
fungicida minima, frente as cepas de Candida albicans ATCC 5314 e Candida
albicans ATCC 90028 e dois isolados clinicos frescos de C. albicans sob aprovacgao
do comité de ética da UEPB, em 15 de dezembro de 2015, com o numero:
51779315.7.0000.5187, seguindo as normas estabelecidas pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Todos os ensaios foram realizados em

triplicata e em trés experimentos independentes.
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A concentragdo inibitéria minima foi determinada em microplacas de 96
pocos. Foram distribuidos inicialmente 100uL, em cada pogo, de meio de cultura
RPMI 1640 (Angus Buffers e Biochemicals, Niagara Falls, Nova lorque, EUA). Em
seguida, foram dispensados 100uL do extrato diluido em DMSO a 20% no poco
inicial, numa concentragdo de 20mg/mL, sendo realizada posteriormente a
microdiluicdo seriada de modo a obter concentragdes entre 5000 e 4.882 ug/mL. Por
Ultimo, foram distribuidos 100uL da suspensdo microbiana com densidade de 5x10°
células/mL, padronizada através da camara de Neubauer. O controle positivo foi
representado pela Nistatina 100uL/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).As
microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Para a determinagdo da CIM utilizou-se, inicialmente, o método visual, em
que foi considerada a mudanga da cor do meio de cultura RPMI do rosa para o
amarelo, indicando mudanga de pH ocasionada pelo crescimento bacteriano. Na
sequéncia da leitura, em cada pogo foi adicionado um volume de 30 pL de
resazurina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 0,01%, em que observa-se a
alteragcdo da cor azul para a rosa, decorrente do mesmo principio da mudanga de
cor do meio de cultura, em que indica a presenca de atividade respiratoria. A CIM

posteriormente foi avaliada através dos critérios definidos por Holetz (et al, 2002)

A determinagdo da CFM foi realizada por meio da adigdo de uma aliquota de
50 pL de cada pogo com as concentragdes igual e maiores do que a CIM, em placas
de Petri, contendo meio Agar Sabouraud Dextrose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Assim, a CFM
foi definida como a menor concentragdo que inibiu o crescimento visivel do
microrganismo (CLSI, 2012). A verificagdo do perfil fungicida ou fungistatico, dado
pela razdo CFM/CIM, foi determinado utilizando os critérios propostos por Siddiqui
(et al, 2013).

2.6 Analise da Morfologia celular

2.6.1 Padronizagao da suspensao microbiana
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Uma cultura de Candida albicans ATCC® 5314™ foi reativada, cujas células
fungicas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Em seguida, as células foram
suspensas em meio de cultura caldo Sabouraud dextrose caldo (Himedia®), numa
densidade de 1 x 10° UFC/mL, padronizada em camara de Newbauer (KASVI®).

2.6.2 Preparo das amostras

O extrato da A. colubrina foi diluido em dimetilsulfoxido de sddio (DMSO)
(Neon®) a 20%, obtendo-se trés concentragdes para avaliagao: 20ug/mL, 200ug/mL,
e 1000ug/mL. Essas concentracbes foram determinadas de acordo com os
resultados da CIM. No controle negativo, as células ndo receberam nenhum tipo de
tratamento. No controle positivo as células foram tratadas com a Nistatina 100 ug/mL
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As amostras foram preparadas considerando
um volume de 2 mL da suspensdo microbiana e as diferentes concentragbées do
extrato. Foram incubadas sob agitacao (Biomixer®, Tabodo da Serra — SP), por 24
horas a 37°C (FANEM LTDA® Sao Paulo-SP).

2.6.3 Coloragdo com Calcofluor White e Analise em Microscopio Optico de
fluorescéncia

Apos o periodo de tratamento (incubacao) foi removido de cada amostra um
volume de 1mL para centrifugagédo durante 15 minutos e velocidade de 1500 rpm. O
sobrenadante foi retirado, adicionou-se 150 pL de solugdo Calcofluor White (1 g/L)
(Sigma-Aldrich) e as amostras foram incubadas por 5 minutos a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, 10 yL da suspensdo das células coradas foram
inseridas em lamina de vidro e visualizadas sob campo brilhante e UV/DAPI, em
Microscépio optico de fluorescéncia (Zeiss®) com auxilio do Software ZEN Lite
2012(Zeiss®) (Adaptado de LAFFEY; BUTLER, 2005)

2.6.4 Analise da formagéao do tubo germinativo em microscépio invertido

Para analise da formacao do tubo germinativo, foi removido um volume de
300 uL da suspensao microbiana tratada com o extrato e os controles, por 24 horas.
Esse volume foi dispensado em camara de Uttermohl e incubado por 2 horas
a 37°C (Estufa FANEM LTDA® Sao Paulo-SP). Em seguida, retirou-se todo o
volume suspenso, permanecendo apenas o0 material depositado no fundo da
camara. Acrescentaram-se 100 mL de solugdo salina (NaCl) a 0,9% para néo
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ressecar as células fungicas e prosseguiu-se com a leitura em microscoépio invertido

(Zeiss®), com identificagcao da formagao do tubo germinativo.
3 RESULTADOS

O extrato da casca da A. colubrina apresentou forte atividade antifungica, com
concentragdo inibitéria minima igual ou menor a 39 ug/mL (HOLETZ et al, 2002) e
perfil fungistatico (SIDDIQUI et al, 2013) frente as cepas padréo e aos isolados
clinicos frescos da cavidade oral de C. albicans (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo da concentragdo inibitéria minima e da concentragcado
fungicida minima do extrato da casca da A.colubrina, frente a Candida albicans.

CIM CFM CFM/CIM* CIM
MICRORGANISMO pg/mL pg/mL pg/mL NISTATINA
Mg/mL
Candida albicans 19.5 625 32* 1
ATCC 5314
Candida albicans 19,5 625 32 1
ATCC 90028
Candida albicans 19.5 >500 o 3
(cepa clinica 01)
Candida albicans 39 >500 o 3
(cepa clinica 02)

Fungicida (CFM/CIM< 4) ou fungistatico (CFM/CIM > 4) (SIDDIQUI et al., 2013).
** Nao foi possivel determinar a razdo CFM/CIM.

A microscopia de fluorescéncia revelou no controle negativo aglomeragoes
celulares, com predominio de leveduras e manuteng¢do do arcaboucgo celular (Figura
1A). No controle positivo (nistatina) houve expressiva redugado do numero de células,
com alteragbes em seu arcabougo e morfologia caracteristica (Figura 1B). Em
relagdo ao extrato da A. colubrina, foi observado que as células tratadas com as
concentragbes de 20 pg/mL e 200 ug/mL expressam predominantemente a forma
ovoide, com presenca de tubo germinativo e manutengdo do arcabouco celular
(Figuras 1C e 1D). As células tratadas com o extrato na concentracdo de 1000
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Mg/mL apresentaram menor fluorescéncia, indicativo de alteragdes na parede celular
(Figura 1E).

Figura 1. Microfotografia, através do microscépio 6ptico de fluorescéncia, da Candida albicans
ATCC 5314 com aumento de 40 x. Controle negativo (Figura 1A). Controle positivo, C. albicans
tratada com a Nistatina 100ug/mL (Figura 1B). C. albicans tratada com o extrato da
Anadenanthera colubrina (vell.) Brenan nas concentragbes de 20ug/mL (Figura 1C), 200ug/mL
(Figura 1D) e 1000pg/mL (Figura 1E).

Na analise da morfologia da C. albicans em substrato abibtico, no controle
negativo observou-se a formagao do tubo germinativo e manutencao do arcabougo
celular (Figura 2A). No controle positivo, tratado com a nistatina, foram observadas
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reducbées do volume celular e numero de células (Figura 2B). As células tratadas
com o extrato da A. colubrina na concentracdo de 1000 pg/mL apresentaram
reducdo no volume celular, formagdo de botdes e tubos germinativos, além de
alteragcbes morfolégicas, em que as células apresentaram parede celular mais
enegrecida e translucidez em seu interior, indicando perda de integridade celular
(Figura 2C).

B

Figura 2. Microfotografia, através do microscdpio dptico invertido, da Candida albicans ATCC 5314 com
aumento de 40 x. Controle negativo (Figura 2A). Controle positivo, C. albicans tratada com a Nistatina
100pg/mL (Figura 2B). C. albicans tratada com o extrato da Anadenanthera na concentragdo de
1000ug/mL (Figura 2E).

4 DISCUSSAO

A atividade antifungica do extrato da A. colubrina vem sendo investigada com
resultados positivos frente a C. albicans (CARVALHO et al, 2011, LIMA et al, 2014,
NUNES et al, 2015, SILVA, 2017). Neste estudo, verificou-se que o extrato da casca
da A. colubrina apresenta acdo antifungica frente a diferentes cepas e isolados
clinicos frescos da C. albicans, cuja atividade foi considerada forte, conforme
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classificagdo de Holetz (et al, 2002), em que a CIM foi menor do que 100ug/mL.
Lima (et al, 2014) verificaram forte atividade do mesmo extrato frente a outra cepa
padrdo de C. albicans ATCC 18804, com CIM de 31,25ug/mL. Considerando esses
resultados positivos frente a C. albicans e por esta espécie ser comumente
associada a candidose oral, aponta-se a A. colubrina como uma possivel fonte de
principios bioativos, que podem ser utilizados para o desenvolvimento de um
antifungico para o tratamento desta infecgéao.

Ao analisar a morfologia da C. albicans, através da microscopia de
fluorescéncia, observou-se que o extrato, principalmente na concentragdo de 1000
ug/mL, conseguiu interferir visualmente na estrutura das células, havendo diminui¢cédo
da fluorescéncia. Isto indica que o extrato da A. colubrina provoca alteragbes na
parede celular, uma vez que o Calcofluor White tem a propriedade de se ligar a
quitina presente na mesma (HAGEAGE; HARRINGTON, 1984, HALDANE;
ROBBART, 1990, BRASIL et al, 2003). Na analise da formagao do tubo germinativo
em substrato abidtico, também foi possivel observar alteragées na morfologia da C.
albicans, quando tratadas com o extrato da A. colubrina. Assim, ao considerar que a
parede celular € um importante componente para a sobrevivéncia do microrganismo,
responsavel por manter a forma das células, mediar a comunicagdo entre 0 meio
ambiente, e proteger a célula de possiveis danos osméticos e fisicos (LOPEZ-RIBOT
et al, 2004), sugere-se uma possivel acdo do extrato sobre a C. albicans,

especialmente, sobre esse componente celular.

Em estudo prévio com o extrato da A. colubrina, nas concentragbes de 31.25
ug/mL e 2000 ug/mL, sobre biofilme de C. albicans, analisado por meio da
microscopia eletrénica de varredura, também, foram observadas alteracbes na
morfologia da C. albicans, com predominancia de leveduras e poucas pseudo-hifas,
principalmente na maior concentragdo (LIMA et al, 2014), o que reforga o potencial
da A. colubrina ao exercer uma possivel atividade na parede celular da C. albicans.

Considerando o estudo de SILVA (2017), estudo in vivo em larvas Galleria
mellonella, em que constatou que apenas as doses entre 5 e 10g/kg do extrato da
casca da A. colubrina afetam a viabilidade das larvas, existe um indicativo de que o
extrato utilizado apresenta uma margem de seguranga em relagéo a citotoxicidade,

uma vez que as concentragbes do extrato capazes de inibir o crescimento e
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provocar alteragdes na C. albicans, ficaram abaixo de 1000 ug/mL. No entanto, sdo

necessarios outros testes para assegurar a sua seguranga e eficacia.

5 CONCLUSAO

Os resultados indicam que o extrato da casca da A. colubrina possui potencial
antifungico frente a C. albicans, com inibicdo do seu crescimento e indugdo de
alteragbes morfoldgicas. Pode ser considerada uma fonte promissora de compostos
bioativos, com vistas ao desenvolvimento de um fitoterapico para o tratamento da
candidose. Sugere-se a continuidade de mais estudos que incluam caracterizagao
fitoquimica, citoxicidade, mecanismos de agao, entre outros, para que possam
subsidiar a sua eficacia e seguranga.
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ABSTRACT

Candidosis is one of the most prevalent mucocutaneous infections existing in the oral
cavity, mainly caused by Candida albicans. It is frequently associated to
immunocompromised patients and users of poorly adapted and / or poorly sanitized
upper total dentures. The aim of this study was to evaluate the sensitivity and
morphology of C. albicans treated with the hydroalcoholic extract of the barks of
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan. The antifungal potential of A. colubrina
(angico) was determined by broth microdilution technique against C. albicans, two
standard strains (C. albicans ATCC 5314, C. albicans ATCC 90028) and two fresh
clinical isolates of the oral cavity. Two techniques were used for morphological
analysis, one using the Candida staining with Calcofluor White, with fluorescence
optical microscopy, and the other with the visualization of the germ tube using the
technique of adhesion to the abiotic substrate and reading under an inverted
microscope.The extract of A. colubrina shown strong antifungal activity against C.
albicans strains and fresh clinical isolates (MIC of 19.5 pg/mL and 39 uyg / mL), with
visible morphological alterations, in which cell volume decreased, demonstrating wall
changes and alterations in the formation of the germ tube. Thus, A. colubrina has an
antifungal potential against C. albicans, presenting itself as a promising source of
bioactive compounds for the development of products for the treatment of candidosis.

Keywords:. Medicinal plants. Fabaceae .Candida albicans. Products with

antimicrobial action.
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