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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifingica da fracdo n-butanol do extrato
de folhas de Sideroxylon obtusifolium T. D. Pen sobre Candida ssp, bem como
determinar o perfil fitoquimico. Tratou-se de um estudo laboratorial experimental in
vitro. As folhas de Sideroxylon obtusifolium foram coletadas em Maio de 2018, na
regido do semiarido nordestino, zona rural do municipio de Campina Grande, Estado da
Paraiba, Brasil. Em seguida, submetidas a secagem em estufa de ar circulante a 40°C. O
método de extracdo utilizado foi a maceracdo exaustiva. O extrato foi evaporado em
rotaevaporador e em seguida liofilizado. Posteriormente, foi feita extracdo liquido-
liqguido com a finalidade de se obter a fracdo n-butanol do extrato bruto. O perfil
fitoquimico da fracdo n-butanol foi determinado por meio da screening qualitativo.
Foram utilizadas cepas American Type Culture Collection (ATCC) provenientes da
Fundacdo Oswaldo Cruz, sendo estas Candida albicans (ATCC 10231), Candida
glabrata (ATCC 90030), Candida tropicalis (ATCC 750). A avaliacdo da atividade
antifungica do extrato foi determinada por meio da Concentracdo Inibitéria Minima e
Concentra¢do Fungicida Minima. Por meio do screening fitoquimico da fracdo n-
butanol foram identificados compostos bioativos como flavonoides, alcaloides,
esteroides e triterpenos. Por meio A fracdo do extrato demonstrou potencial
antimicrobiano ativo sobre o crescimento de Candida ssp testadas, com acéo
fungistatica sobre C. albicans e C. glabrata, e fungicida sobre C. tropicalis. A fracéo n-
butanol do extrato de S. obtusifolium apresentou resultados promissores, sugerindo a
realizacdo de mais andlises para uma futura indicacdo e utilizacdo na clinica
odontolégica como forma de terapéutica antifungica alternativa.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Sideroxylon obtusifolium. Candida. Antifangicos



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antifungal activity of the n-butanol
fraction of Sideroxylon obtusifolium T. D. Pen on Candida ssp as well as determine the
phytochemical profile. The leaves of Sideroxylon obtusifolium were collected in May
2018, in the northeastern semiarid region, rural zone of Campina Grande, located at the
State of Paraiba in Brazil. Then the leaves were submitted to dry in a circulating air
oven at 40 °C. The extraction method used was exhaustive maceration. The extract was
evaporated on a rotary evaporator and subsequently lyophilized. After that the liquid-
liquid extraction was perfomed in order to obtain the n-butanolic fraction of the crude
extract. The phytochemical profile of the n-butanol fraction was determined by
qualitative screening. American Type Culture Collection (ATCC) strains from the
Oswaldo Cruz Foudation were used, Candida albicans (ATCC 10231), Candida
glabrata (ATCC 90030), Candida tropicalis (ATCC 750). The evoluation of the
antifungal activity of the extract was determined by Minimum Inhibitory Concentration
and Minimum Fungicidal Concentration. Bioactive compounds such as flavonoids,
alkaloids and triterpenes were found in the n-butanol fraction. The extract fraction
showed active antimicrobial potential on the growth of Candida ssp tested, with
fungistatic action on C. albicans and C. glabrata, and fungicide on C. tropicalis. The n-
butanol fraction of S. obtusifolium extract showed promising results, suggesting further
analysis for future indication and used in the dental clinic as a form of alternative
antifungal therapy.

Keywords: Medicinal plants. Sideroxylon obtusifolium. Candida. Antifungal Agents.
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1 INTRODUCAO

As doencas flngicas oportunistas sdo um grave problema de salde publica,
associadas a problemas de imunossupressao e comuns em ambientes hospitalares. Dentre
as infeccBes fungicas oportunistas, a candidose é a mais frequente, causada por espécies do
género Candida como Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C.
krusei (SANTOS, 2011). Estas leveduras constituem a microbiota bucal normal, no entanto
tornam-se patogénicas em casos de imunodeficiéncia congénita ou adquirida e
imunossupressio induzida pelo estresse grave (COLOMBO, GUIMARAES, 2003).

O aumento dos casos de infecgdes fungicas nas Ultimas décadas € notdrio,
especialmente em individuos imunocomprometidos (FARAH et al., 2010). A candidose
bucal € uma infeccdo superficial que apresenta formas clinicas variaveis, como candidose
pseudomembranosa; candidose eritematosa; candidose hiperplasica e queilite angular
(LOPES, 2006; MUADCHEINGKA; TANTIVITAYAKUL, 2015).

Os antifangicos mais utilizados para o tratamento da candidose incluem suspensdes
a base de nistatina, anfotericina-B, miconazol e fluconazol (SALERNO et al., 2011).
Contudo, relata-se resisténcia as terapias antifingicas tradicionalmente utilizadas,
particularmente em pacientes imunocomprometidos (JUNQUEIRA et al., 2012).

Nesse sentido, em virtude do crescente destaque que vem sendo dada a utilizacéo
de terapias complementares e sobre tudo fitoterapicos, inclusive para o uso odontolégico,
direciona-se para a necessidade da realizacdo de pesquisas buscando avaliar e comprovar
os efeitos de diferentes plantas medicinais para o tratamento de afecc¢bes bucais, visando
direcionar para o desenvolvimento de fitoterapicos e sua utilizacdo na clinica odontolégica
(OLIVEIRA et al., 2007).

A espécie Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn.- (Sapotaceae), popularmente
conhecida como “quixabeira”, “quixaba” ou “rompe-gibdo”, € um vegetal nativo da
Caatinga do semiarido nordestino brasileiro (OLIVEIRA et al., 2012), encontrado também
nas restingas litoraneas e no pantanal Mato-grossense. A entrecasca desta espécie € usada
no interior do Nordeste, pelas populagfes menos favorecidas. As folhas e cascas sdo
popularmente usadas em forma de chas, com diversas finalidades terapéuticas como acgao
antinflamatéria, gastrite, colicas, problemas renais, Glcera duodenal, azia e problemas

cardiacos (AQUINO et al., 2016). Estudos tém comprovado a atividade anti-inflamatoria,
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analgésica e antioxidante de S. obtusifolium (ARAUJO-NETO et al., 2010; LEITE et al.,
2015; FIGUEIREDO; LIMA, 2015).

Rocha et al. (2013) afirmam que o extrato da casca da quixabeira, pelo método de
microdiluicdo, apresenta atividade bactericida e bacteriostatica sobre Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, enquanto que o extrato da folha apresentou as mesmas
atividades para S. aureus. Um estudo realizado por Aquino et al. (2016) revelou que as
folhas de S. obtusifolium demonstram ter acdo modeladora da atividade bacteriana,
possivel atividade antioxidante e anti-inflamatoria.

Estudos prévios realizados por Pereira et al. (2016) utilizando a fracdo n- butanol
do extrato de folhas de Sideroxylon obtusifolium demonstram que, a fracdo apresenta
atividade anti-Candida, sugerindo que a mesma parece se complexar com o ergosterol da
membrana plasmatica fangica, e consequentemente esse efeito levaria a0 aumento da
permeabilidade iénica da membrana, formando poros em sua estrutura e causando um
estravazamento de estruturas citoplamaticas seguido de morte celular. Além disso,
afirmam que a fracdo afetou severamente as estruturas celulares do biofilme mesmo em
baixas concentracfes inibitdrias (62,5 pug / mL), e que em altas concentracbes os danos
foram letais para as células. Os autores afirmam que € necessario mais estudos
toxicoldgicos, in vivo e in vitro, como também de investigacdo da atividade antifungica da
fracdo, para utilizacdo da mesma como possivel alternativa para o tratamento de candidose
bucal.

Diante da escassa literatura envolvendo a utilizacdo da fragdo n-butanol do extrato
de folhas de Sideroxylon obtusifolium como terapia alternativa no tratamento da candidose
bucal, torna-se necessaria a realizacdo de estudos dentro que comprovem a sua acao
antifungica. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antiflngica da
fracdo n-butanol do extrato de folhas de Sideroxylon obtusifolium T. D. Penn sobre Candida

ssp, bem como determinar o perfil fitoquimico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE FITOTERAPIA

A humanidade utiliza plantas como método terapéutico ha milénios, estando essa
pratica agregada a valores culturais e historicos. Atualmente, os fitoterdpicos possuem
reconhecimento cientifico da Organizagdo Mundial da Satide (OMS) e de outros 6rgaos
regulamentadores mundiais (NOBREGA, 2017).

A farmacognosia, ciéncia dedicada ao estudo das drogas medicinais em seu estado
natural antes da manipulagéo, ainda apresenta escassez de estudos quanto a alguns aspectos
essenciais da terapéutica natural, como a toxicidade e as interagcfes medicamentosas.
Sendo assim, sdo ricas as possibilidades de exploracdo dessa tematica, sobretudo no Brasil,
que possui uma biodiversidade rica e muito variada, o que gera otimismo ao mercado em
um futuro promissor para a producdo sustentdvel de novos produtos farmacoldgicos
advindos da natureza (MARQUES, 2019; HASENCLEVER, 2017).

O uso da fitoterapia tradicional, baseada na utilizacdo de produtos provenientes de
plantas medicinais e de outros compostos naturais, é fundamental para a terapia médica ao
redor do mundo e pode representar uma importante e promissora alternativa de combate
aos microrganismos resistentes aos mecanismos antimicrobianos tradicionais (REIS et al.,
2015).

Atualmente, as pesquisas com produtos naturais tém sido desenvolvidas de maneira
satisfatoria na odontologia, pelo fato de se buscar novos produtos com menor toxicidade e
maior atividade farmacolodgica, além de ter um bom custo e beneficio para a populacdo. O
Brasil apresenta um grande potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos a
partir de plantas medicinais, pois possui 25% da flora mundial (FRANCISCO, 2010).

Embora vérias politicas publicas tenham sido criadas com o objetivo de incentivar o
estudo e o uso clinico de plantas medicinais, a fitoterapia ocorre de forma discreta,
principalmente devido a falta de apoio cientifico, especificamente para espécies de plantas
indicadas a prevenir e tratar doencas bucais (OLIVEIRA, 2010). Segundo Bettega et al.
(2011), essa resisténcia pode ser atribuida a falta de padronizacdo e conhecimento sobre
prescri¢cdo, bem como ao ceticismo e a convicgdo de que os medicamentos fabricados tém

eficacia mais garantida. No entanto, tem havido um crescente interesse por este assunto
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nos ultimos anos, demonstrado pelo aumento do nimero de estudos com produtos naturais
em odontologia (CASTILHO et al., 2007).

Esses estudos apontam que as plantas medicinais podem ser utilizadas
terapeuticamente contra as doencas bucais (OLIVEIRA, 2010), apresentando propriedades
antinflamatdrias, analgésicas e anti-hemorragicas para o tratamento de odontalgias e outros
disturbios bucais (CASTRO et al., 2014).

A maioria dos principios ativos das plantas medicinais € conferida por produtos do
metabolismo secundario, como: terpenoides, Oleos essenciais, alcaloides, lectinas,
polipeptidios, substancias fendlicas, flavonoides, taninos e cumarinas. Estes sdo compostos
importantes para a defesa e metabolismo da planta e podem ser Gteis para 0 homem como
coadjuvante na protegdo e cicatrizacdo dos tecidos bucais (O’KENNEDY, THORNES,
1997; ZANGH, LEWIS, 1997; PORTELA et al., 2011).

2.2 CONSIDERACOES SOBRE Sideroxylon obtusifolium T.D.Penn

A planta Sideroxylon obtusifolium conhecida popularmente como quixabeira,
quixaba e rompe-gibdo é comumente usada em forma de chas e infusdes, com indicacao e
uso popular para varios fins terapéuticos como adstringente ténica, antinflamatéria, no
tratamento de Ulcera duodenal, gastrite, azia, lesdo genital, colicas, problemas renais e
cardiacos. Estudos farmacolégicos comprovam a acdo hipoglicemiante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, analgésica e antioxidante, fazendo com que a quixaba seja considerada
uma espécie importante no uso da terapia tradicional (AQUINO et al., 2016).

Assim, Pereira et al. (2016), estudando a atividade antifingica da planta S.
obtusifolium T. D. Penn afirmam que o extrato hidroalcodlico bruto a 70% de suas folhas
mostrou fraca atividade antifingica frente a Candida albicans. Porém, a fracdo n-
butanolica do extrato revelou forte atividade inibitoria sobre o crescimento de C. albicans.

Sampaio et al. (2017), avaliando a atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcoolico bruto de folhas de S. obtusifolium sobre as espécies Streptococcus mutans,
Streptococcus parasanguinis, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis e Candida
albicans, observaram que o mesmo apresentou fraca ou nenhuma atividade sobre as
especies analisadas, enquanto quel as fracGes diclorometano e n-butanol do extrato da
apresentam atividade inibitoria promissora sobre crescimento de C. albicans. Pesquisas

relatam a acdo antimicrobiana do extrato da casca de S. obtusifolium sobre Staphylococcus
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aureus e Escherichia coli (ROCHA et al., 2013). Neste estudo, os autores afirmam que o
extrato demonstra um potencial antimicrobiano favoravel frente aos microrganismos

analisados.
2.3 CONSIDERACOES SOBRE Candida

Os fungos do género Candida séo classificados como componentes da microbiota
normal de diversas regides do organismo humano, tais como a pele, a boca, o0 intestino
grosso e os sistemas reprodutivo e urinario (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Isso
acontece devido as suas propriedades bioldgicas celulares, que os permitem colonizar com
frequéncia individuos saudaveis (DANTAS et al., 2016).

Apesar de varias espécies de Candida terem sido isoladas da saliva de individuos
com candidose, C. albicans é a mais frequente em lesGes bucais por este tipo de infecgédo
(SILVA-ROCHA et al., 2014). Pode causar infecgdo em individuos que se encontram com
deficiéncia do sistema imunoldgico, tais com em rescém nascidos prematuros, pacientes
diabéticos, sob terapia antineoplasia (radio e/ou quimioterapia) na regido de cabeca e
pescoco, transplantados, paciente renal crénico e em portadores de proteses dentarias
(MARIANI et al., 2016; LALLA, PATTON, DONGARI-BAGTZOGLOU, 2013).

As manifestacdes clinicas das candidoses podem ocorrer de diversas formas
clinicas e dividem-se em candidose invasiva ou sistémica e candidose mucocutanea (que
pode dividir-se em candidose bucal, intertriginosa, balanoprepucial, vulvovaginal,
paroniquia e mucocutanea crénica). A candidose invasiva também denominada de
candidemia é uma infeccdo profunda e grave que acomete individuos
imunocomprometidos, ocorrendo a disseminacdo para os 6rgaos, a exemplo da candidose
ocular, hepatoesplénica, pulmonar, cardiaca, do sistema nervoso central,
musculoesquelética, miosites e artrites (LOPES, 2006).

Mecanismos moleculares possivelmente envolvidos na patogenicidade de espécies
de Candida sdo alvos de pesquisas visando a elaboracdo de farmacos que apresentem
maior seletividade e, consequentemente, menos efeitos indesejaveis (OROZCO et al.,
2000; MONGE et al., 2006; MULLER et al., 2007). Atualmente, os agentes disponiveis
para tratamento de infec¢des fungicas da cavidade bucal, caracterizadas como superficiais,
sdo representados pelos poliénicos (anfotericina B, nistatina) e azélicos (fluconazol,
itraconazol, miconazol e cetoconazol), sendo estes Gltimos os eleitos em primeira instancia

para tratamento dessas doencas e sdo geralmente fungistaticos (WINGETER et al.., 2007).
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Com frequéncia, as infec¢Bes fungicas, incluindo as da cavidade bucal, séo de
dificil tratamento, fato que esta intrinsecamente relacionado a aquisicao por parte dos seus
agentes etioldgicos (espécies fungicas) de resisténcia a acdo de antifungicos disponiveis
(CASTRO et al.,, 2011). Antifungicos sintéticos comercialmente disponiveis para
tratamento dessas infecc¢des, apresentam algumas limitagbes de uso, evidenciadas pelos
efeitos adversos causados aos usuarios (SANTOS, 2011), bem como pelo aumento da
resisténcia dos microrganismos, decorrentes do uso indiscriminado de medicacao
(BANSOD, RAL, 2008).

A limitacdo de agentes antimicrobianos para o tratamento de infecgdes provocadas
por micobactérias, bactérias e fungos tem gerado a necessidade de uma busca por novas
substancias (REIS et al., 2015). Nesse sentido, utilizar produtos de origem natural, plantas
medicinais, para tratamento dessas infeccOes representa importante possibilidade de
tratamento (CASTRO et al., 2011).

Matérias primas derivadas de plantas medicinais podem ser uma alternativa para
serem incorporadas as novas formulac6es farmacéuticas para o tratamento de doengas, pois
0s produtos naturais tém a capacidade de causar menos efeitos adversos do que 0s
medicamentos sintéticos. Além disso, apresentam varias propriedades terapéuticas devido
a presenca de metabdlitos secundarios, podendo ser aplicada também para ajudar a
remover o biofilme dental e evitar que afeccdes bucais se instalem (JESUS et al.., 2010;
NWODO et al.., 2011).

Assim, a crescente resisténcia das espécies do género Candida frente aos
antifangicos sintéticos disponiveis no mercado, incentiva a busca por novos compostos que
possuam atividade antifangica (ABILIO, 2014; RITO et al., 2015), e dentre essas
substancias, inimeros extratos tém sido estudados na procura de tratamentos alternativos e
complementares para estas infec¢fes oportunistas (SANTOS, 2011).

Baseado no exposto, pesquisadores sdo impulsionados a investigarem novas
substancias antimicrobianas de fontes alternativas, entre elas as oriundas de plantas
medicinais (BANSOD, RAI, 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifangica da fracdo n-butanol do extrato hidroetandlico de

folhas de Sideroxylon obtusifolium T.D. PENN sobre espécies do género Candida.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar o perfil fitoquimico da fracdo n- butanol do extrato de S. obtusifolium;

e Avaliar a atividade antifungica da fracdo n-butanol do extrato de S. obtusifolium por
meio da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo
Fungicida Minima (CFM) sobre cepas de C. albicans (ATCC 10231), C. glabrata
(ATCC 90030) e C. tropicalis (ATCC 750).
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO GERAL DO ESTUDO
Tratou-se de um estudo laboratorial experimental in vitro.
4.2 LOCAL DA PESQUISA

Os testes de atividade antifungica foram realizados no Laboratério de Analise e
Diagnostico (LAD) do Departamento de Odontologia da Universidade Estadual da
Paraiba/UEPB, Campina Grande-PB. A producdo do extrato foi realizada no Laboratorio
de Desenvolvimento de Medicamentos (LABDEM), da UEPB.

A liofilizacdo do extrato bruto foi realizada no Laboratério de Biotecnologia da

Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB.
4.3 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn (Figura 1 e 2) foram coletadas no
periodo matutino, no més de Maio de 2018, na regido do semiarido nordestino, zona rural
do municipio de Campina Grande, Estado da Paraiba, Brasil (7° 22" 25°°S, 35° 59" 32""W).

O espécime de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn foi depositado e catalogado na
Colecdo do Herbéario Professor Lauro Pires Xavier do Departamento de Biologia
Molecular da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB.

O material vegetal foi acondicionado em sacolas de papel e, em seguida, realizou-se
a limpeza do mesmo, eliminando folhas impregnadas por liquens ou matéria contaminante,
espinhos presentes nas folhas, que viessem interferir no padréo de qualidade da planta em
estudo.

As folhas foram submetidas a secagem em estufa de ar circulante (FANEM —
Modelo 330/ 5) a 40°C, por um periodo de sete dias alcancando a estabilizacéo final do
peso. Posteriormente, moidas em moinho de facas (SOLAB — Modelo SL 30), com
didmetro da particula de 10 mesh, cuja finalidade foi aumentar a superficie de contato e
facilitar a extracdo dos fitoconstituintes das folhas da planta, quando submetidas a solugdo

extratora.
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v -t
Figura 1: Sideroxylon obtusifolium T. D. Penn Figura 2: Folhas de S. obtusifolium T. D. Penn
Fonte: GUIMARAES J.R.M.C, 2018. Fonte: SILVA C.R; MACHADO L, 2013.

4.4 PRODUCAO DO EXTRATO

Para obtencdo do extrato hidroetanolico, foi utilizado como solvente o alcool etilico
a 70%, das folhas de S. obtusifolium T. D. Penn na propor¢do 200g planta seca e moida
para 1 litro de solvente. O método de extracdo utilizado foi a maceracdo exaustiva. O
extrato foi acondicionado em recipientes de vidro ambar protegidos da luz e conservados
sob refrigeracéo.

O extrato hidroetandlico foi evaporado sob pressdo reduzida em rotaevaporador a
40°C, com rotacdo de 70 rpm para eliminacdo do solvente. Posteriormente foi liofilizado
(Liofilizador LS 3000 Terroni®) sob temperatura de -20°C a -40°C.

4.5 CARACTERIZACAO QUIMICA

4.5.1 Fracionamento liquido-liquido

O extrato hidroetandlico liofilizado de folhas de S. Obtusifolium foi fracionado em
funil de separacéo, utilizando-se o solvente organico butanol. Solubilizado 5g do extrato
liofilizado em 50 mL de uma solu¢do metanol: agua (70:30), obtendo-se a solucdo-mée
para o fracionamento. Esta solucédo foi levada ao funil de separacdo, onde adicionou-se 50
mL do solvente, inicialmente, agitou-se e observou-se a separacdo da fase. O solvente foi
utilizado até o esgotamento total dos compostos da solucdo-mde. Cada passagem do
solvente pela solugdo-mae foi coletada, em seguida evaporado sob pressdo reduzida em
rotaevaporador a 40°C, com rotacdo de 70 rpm e armazenado sob refrigeracdo para

posterior submisséo aos testes de atividade antimicrobiana.
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4.5.2 Screening qualitativo da fracdo n-butanol do extrato S. obtusifolium

O perfil fitoquimico da fragdo n-butanol do extrato hidroetandlico de S.
obtusifolium foi determinado por meio de screening qualitativo (COSTA, 2010; MATQOS,
2009).

Para determinacdo do conteudo de flavonoides, preparou-se uma solucdo mée com
120 mg da fragdo, em seguida dissolveu-se em 24 mL de metanol. Posteriormente, essa
solucdo foi levada ao ultrassom para que todas as particulas da fracdo fossem quebradas e
dissolvidas totalmente. Filtrou-se a solucgdo, transferiu-se 10 mL da solucdo mae para um
tubo de ensaio, acrescentou-se 5 gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio. O
surgimento de uma coloragdo rdseo-alaranjada indicou reagdo positiva.

O teor de alcaloides foi determinado pesando-se 25 mg da fracdo do extrato,
dissolveu em 5 mL de solucdo de HCI 5% e em seguida foi realizada a filtragem. Separou-
se essa solucdo em trés porcbes de 1 mL em trés tubos de ensaio. Adicionou-se em cada
tubo gotas dos reativos de Bouchard, Dragendorff e Mayer. A precipitagdo ou turvacdo em
pelo menos em uma cavidade foi indicativo de resultado positivo.

Para determinacdo de esteroides e triterpenoides, preparou-se uma solucdo méae
com a fracdo do extrato pesando-se 75 mg dissolvidos em 15 mL de cloroférmio. A
solucdo foi levada ao banho de ultrassom a fim de dissolver totalmente. Posteriormente,
filtrou-se a solugdo em papel filtro utilizando um funil de vidro. Foram filtrados 10 mL da
solugdo mé&e sobre carvdo ativado. Transferiu-se o filtrado para um tubo de ensaio
completamente seco, em seguida foi adicionado 1 mL de anidrido acético e agitado
suavemente. Em seguida, adicionou-se 3 gotas de H,SO, concentrado e hovamente agitou-
se. O réapido desenvolvimento de cores que vao do azul evanescente ao verde persistente
indicam resultado positivo.

Todas as analises, nesse experimento, foram realizadas em triplicata.
4.6 CARACTERIZA(;AO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO

4.6.1 Microrganismos envolvidos

Foram utilizadas cepas da American Type Culture Collection (ATCC): Candida
albicans (ATCC 10231), Candida glabrata (ATCC 90030) e Candida tropicalis (ATCC
750), provenientes da Fundagdo Oswaldo Cruz/RJ, que estdo estocadas em amostras no

Laboratorio de Andlises e Diagnostico, no Departamento de Odontologia da UEPB.
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4.6.2 Reativacao dos microrganismos e preparo do inoculo

As cepas de referéncia de Candida albicans (ATCC 10231), C. glabrata (ATCC
90030) e Candida tropicalis (ATCC 750) foram reativadas a partir de sua cultura original
em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) e incubadas a 37 °C,
por 24 h, em atmosfera de aerobiose. Apds esse periodo, trés a cinco colénias foram
coletadas e suspensas em 10 mL de caldo Agar Sabouraud (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Apos incubacgéo a 37°C, por 24 h, o conjunto foi centrifugado e as células suspensas
em 10 mL de solucdo salina estéril (NaCl 0,9%). Em seguida, a concentracéo de células foi
determinada com auxilio de espectrofotdmetro, utilizando-se o comprimento de onda de
530 nm. A densidade celular foi estabelecida na absorbancia de 0.08- 0.1, equivalente a
concentragdo de 5 x 10° UFC/mL.

O preparo do inéculo para os testes de suscetibilidade foi realizado seguindo as
recomendacdes do protocolo M27-A3 para leveduras (CLSI, 2008). O indculo fungico foi
padronizado em espectrofotdbmetro (Modelo GT 7220 BioPet Technologies, Monte Alto,
Brasil) com comprimento de onda de 530nm e absorbancia entre 0,08-0,1, correspondendo
a concentragdo de 5 x 10° UFC/mL. Nos pocos da microplaca, durante os testes de
atividade antimicrobiana, esta concentracdo caiu pela metade, resultando em 2,5 x 10°
UFC/mL.

4.6.3 Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a
Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A atividade antifungica da fracdo n-butanol do extrato hidroetandlico de S.
obtusifolium foi determinada segundo a normatizacdo M27-A3 do Clinical Laboratory and
Standards Institute (CLSI), por meio da técnica da microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008).
A partir desta, foram obtidas a Concentracdo Inibitéria Minima/CIM e a Concentracdo
Fungicida Minima/CFM da fracdo n-butanol do extrato frente as cepas de colecdo de
cultura.

Microplacas de fundo chato cm 96 pocos (Cralpast, Cotia, Brasil) foram preparadas
inserindo-se 100 pL de meio de cultura caldo Sabouraud Dextrose em todos 0s pogos. Em
sequida, 100 pL das diluicBes da fracdo n-butanol do extrato de S. obtusifolium (4000
pg/mL) foram inseridos na primeira fileira de pocos da microplaca. Dilui¢Ges seriadas

(1:2) foi ent&o realizadas por meio da transferéncia de 100 pL aos pogos subsequentes. Em
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seguida, 100 pL da suspensdo dos microrganismos (diluido 1000x em caldo Agar
Sabouraud Dextrose. Concentragdo: 1 x 10° UFC/mL) foram inseridos em todos 0s pogos.
Desse modo, o extrato foi ensaiado entre o intervalo das concentra¢es 1000 pg/mL e 7,8
pug/mL. Controle de viabilidade dos microrganismos (auséncia de antimicrobiano), bem
como controle de esterilidade do meio de cultura (auséncia de inoculagdo de
microrganismos nos poc¢os), e do veiculo (etanol a 40%) foram realizados para garantir
acuracia do método. Controle farmacoldgico com nistatina (controle positivo) foi realizado
nas concentracdes que variam de 64 a 0,5 pg/mL.

As placas foram entdo incubadas a 37°C, por 24 h, em aerobiose. ApoOs esse
periodo, a CIM foi definida como a menor concentracdo das substancias capaz de inibir o
crescimento visivel dos microrganismos avaliados. A viabilidade dos microrganismos foi
determinada pela utilizacdo do corante resazurina (3 mM), que foi pipetado (50 pL) em
todos os pogos apds o periodo de incubacdo para determinacdo da CIM (24 h). A
metabolizacdo do corante pelos microrganismos viaveis resultou na producdo de um
pigmento de cor rosa. A CIM foi considerada a menor concentracdo que resultou na
inibicdo do crescimento microbiano.

A CFM foi determinada pela semeadura (10 pL) em placas de Petri contendo o
meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose, de todos 0s pocos correspondentes a
concentragdes iguais ou superiores a CIM. Apds semeadura, as placas foram incubadas a
37° C por 24 h. Em seguida, a CFM foi considerada a menor concentracao do extrato capaz
de inibir o crescimento dos sub-cultivos.

As anélises foram realizadas em triplicata em dias independentes, totalizando nove

leituras por experimento.
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5 RESULTADOS

Por meio de screening fitoquimico da fracdo n-butanol do extrato de S.
obtusifolium, foram identificados compostos bioativos importantes, como flavonoides,
alcaloides e triterpenos, sugerindo os possiveis efeitos antifungicos da fragdo sobre
Candida ssp apresentados neste estudo.

A atividade antifungica da fracdo n-butanol do extrato de S. obtusifolium e de
farmaco padrdo sobre as cepas de Candida foi avaliada por meio de analises das
concentragOes capazes de exercer efeitos inibitorios e letais sobre o crescimento dos
microrganimos. Os valores da Concentracdo Inibitéria Minima e Concentragdo Fungicida
Minima (expressos em pg/mL), bem como a descricdo da relacio CFM/CIM estdo
descritas na tabela 1.

Tabela 1- Atividade antiflingica da fracdo n-butanol do extrato de folhas de S. obtusifolium e de
farmaco padréao sobre Candida ssp (valores de CIM e CFM expressos em pg/mL).

MICRORGANISMOS/SUBSTANCIAS CIM CFM Relacao
CFM/CIM

C. albicans (ATCC 10231)

Fracdo n-butanol 250 >1000 >4
Nistatina 8 >64 >8

C. glabrata (ATCC 90030)

Fracdo n-butanol 500 >1000 >2
Nistatina 8 >64 >8

C. tropicalis (ATCC 750)

Fracdo n-butanol 250 500 2
Nistatina 8 >64 >8

Diante dos resultados, pode-se observar que a fracdo n-butanol do extrato de
folhas de S. obtisifolium apresentou forte potencial de ac&o sobre a inibi¢do de crescimento
de Candida ssp, demonstrando valores de CIM que variaram entre 250 pg/mL a 500
pg/mL para esses microrganismos. Observa-se que, as espécies C. albicans (ATCC 10231)
e C. tropicalis (ATCC 750) apresentaram maior sensibilidade a acéo antiflngica da fracéo,

diferentimente de C. glabrata (ATCC 90030) que demonstrou maior resisténcia.
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No entanto, neste estudo, indica-se que a fragdo n-butanol apresentou potencial
antimicrobiano ativo, demonstrando valores de CIM <1000 pg/mL para espécies
estudadas; e um potencial antimicrobiano moderado (CIM de 100 pg/mL - 500 pg/mL) de

acordo com a classificacdo de Holetz et al. (2002) e Morales et al. (2008).
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6 DISCUSSAO

A realizacdo de estudos com extratos de plantas medicinais e fragdes isoladas tem
adquirido importancia especial em virtude das diferentes atividades biologicas, que podem
ser atribuidas a presenca de determinados grupos de compostos bioativos (CARTAXO-
FURTADO et al., 2015; PEREIRA et al., 2016).

Por meio de Screening qualitativo da fracdo n-butanol, foram identificados
compostos bioativos como flavonoides, alcaloides, esteroides e triterpenos. Desse modo, a
presenca destes compostos sinaliza a possibilidade de atribuir um potencial valor
terapéutico promissor para a fragdo. Esses compostos bioativos apresentam forte atividade
antifangica, o que foi evidenciado neste estudo para as espécies de C. albicans, C.glabrata
e C. tropicalis. Ademais, estas substancias apresentam propriedades farmacoldgicas
importantes como antimicrobiana, antinflamatdria, anticarcinogénica e antioxidante.

Na literatura, ainda sdo escassos 0s estudos sobre o potencial antifingico da fracdo
n-butanol de S. obtusifolium, contudo, os resultados dessa pesquisa corroboram aos
apresentados por Sampaio et al. (2017) e Pereira et al. (2017) que, em seus achados,
demonstram um forte potencial antimicrobiano da fragdo frente ao crescimento de Candida
albicans.

Nesta pesquisa, a atividade antifingica foi realizada utilizando o método da
microdiluicdo em caldo da fracdo butandlica do extrato da quixabeira frente espécies de
Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis. Os resultados foram
promissores indicando uma atividade antifingica da fracdo de forte a moderada frente o
crescimento destas espécies.

A investigacdo bioquimica da fracdo n-butanol permitiu também caracteriza-la
guanto a sua atividade antifingica com base na avaliacdo da relagdo CFM/CIM proposta
por Siddiqui et al. (2013), tendo demonstrado acdo fungistatica (CFM/CIM > 4) para as
espécies C. albicans e C. glabrata, e acdo fungicida (CFM/CIM < 4) para C. tropicalis.
Esses dados permitiem corroborar aos resultados sobre a atividade antifngica da fracéo
sobre C. albicans em estudo realizado por Pereira et al. (2016).

Diante disso, os resultados deste estudo evidenciam um potencial promissor da
fracdo n-butanol do extrato das folhas de S. obtusifolium na atividade antifingica em
infeccbes ocasionadas pelas espécies Candida. Entretanto, por se tratar de um estudo in
vitro, sugere-se ainda realizacdo de investigacdes, como testes de toxicidade in vitro e in

vivo, alem da atividade antibiofilme, objetivando o desenvolvimento de pesquisas in vivo
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para uma eventual indicacdo e utilizacdo na clinica odontoldgica como forma de terapia

antifungica alternativa.
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7 CONCLUSAO

e A fracdo n-butanol do extrato de S. obtusifolium apresenta compostos bioativos,
como flavonoides, alcaloides e triterpenos, sugerindo a acdo antifungica sobre
as espécies de Candida analisadas;

e A fragdo n-butanol apresentou potencial antimicrobiano sobre o crescimento de
C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis;

e A fragdo do extrato apresentou acdo fungistatica sobre C. albicans e C. glabrata
e fungicida sobre C. tropicalis.
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