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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade anti-Candida do extrato hidroalcodlico
de folhas de Syzygium cumini (Linn.) Skeels sobre Candida spp. O espécime vegetal
encontra-se depositado na Colecdo do Herbéario Professor Lauro Pires Xavier, e
identificado com o numero voucher: JPB 58.543. O extrato hidroalcodlico foi obtido
pelo método de percolagdo das folhas da planta. A analise da atividade antifungica
do extrato foi determinada pela Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracao
Fungicida Minima (CFM) sobre Candida albicans (ATCC 10231), Candida glabrata
(ATCC 90030) e associacdo entre Candida albicans (ATCC 10231) e Candida
glabrata (ATCC 90030) e através de ensaios do extrato sobre a cinética de
crescimento de Candida albicans (ATCC 10231). Os dados do ensaio do extrato
sobre cinética de crescimento de C. albicans foram avaliados através do teste
ANOVA seguido pelo poés-teste de Tukey, admitindo-se um valor de a=0,05. O
extrato demonstrou valores de CIM entre 62 e 125 pg/mL, e CFM entre 1000 e
>1000 pg/mL, com efeito fungistatico sobre as cepas testadas. Na analise da
determinacdo do efeito do extrato sobre a cinética de crescimento de Candida
albicans, observou-se que a exposicdo dos microrganismos a concentracdo do
extrato equivalente a CIM (125 pg/mL) apresentou menor valor de média de nimero
de UFC/mL no periodo de quatro horas. No entanto, houve diferenca significativa
(p=0,001) entre o resultado obtido com o extrato e a nistatina em periodo de tempo
igual ou superior a oito horas de exposicédo a C. albicans. Assim, de acordo com 0s
resultados da atividade antifingica do extrato de Syzygium cumini, sugere-se mais
investigacoes utilizando essa planta na perspectiva do desenvolvimento de produtos
com finalidade terapéutica alternativa e complementar de uso odontolégico.

Palavras-Chave: Syzygium jambolanum. Candida. Fitoterapia.



ABSTRACT

The objective of this study was to assess the anti-Candida activity of the
hydroalcoholic extract of Syzygium cumini (Linn.) Skeels on strains of the genus
Candida spp. The vegetal specimen finds itself stored in Colecdo do Herbario
Professor Lauro Pires Xavier, and identified with the voucher number: JPB 58.543.
The hydroalcoholic extract was obtained by the percolation method of the leaves of
the plant. The analysis of the antifungal activity of the extract was determined by the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Fungicidal Concentration (MFC)
on Candida albicans (ATCC 10231), Candida glabrata (ATCC 90030) and the
association between Candida albicans (ATCC 10231) and Candida glabrata (ATCC
90030) and by assaying the extract on the growth kinetics of Candida albicans
(ATCC 10231). The extract assay data on C. albicans growth kinetics were evaluated
using the ANOVA test followed by the Tukey post-test, assuming a value of a = 0.05.
The extract showed MIC values between 62 and 125 pg / mL, and MFC between
1000 and> 1000 upg / mL, with a fungistatic effect on the strains tested. In the
analysis of the determination of the effect of the extract on the growth kinetics of
Candida albicans, it was observed that the exposure of the microorganisms to the
concentration of the extract equivalent to MIC (125 pg / mL) presented a lower
average number of CFU / mL in the period of four hours. However, there was a
significant difference (p = 0.001) between the result obtained with the extract and
nystatin in a time period equal to or greater than eight hours of exposure to C.
albicans. Thus, according to the results of the antifungal activity of the extract of
Syzygium cumini, it is suggested more investigations using this plant in the
perspective of the development of products with alternative therapeutic purpose and
complementary of dental use.

Key words: Syzygium jambolanum. Candida. Phytotherapy.
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1 INTRODUGCAO

A incidéncia de infecc¢bes fungicas ao longo das trés ultimas décadas teve um
grande aumento na sua prevaléncia, devido ao crescente do niumero de pacientes
imunocomprometidos. Essas doencgas podem variar de acordo com as condi¢des
socioecondmicas, regides geograficas, habitos culturais e o nimero de individuos
portadores de condi¢des de risco para a aquisicdo dessas infeccdes (GIACOMAZZI
et al, 2016).

Essa infeccbes s&@o consideradas oportunistas, tornando-se um grave
problema de saude publica, associadas a problemas de imunossupressdo sendo
frequentes em ambientes hospitalares. Dentre as infeccfes fungicas oportunistas, a
candidose € a mais frequente, causada por fungos do género Candida como C.
albicans, C tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C.krusei (SANTOS, 2011).
Sendo 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).

A limitacdo de agentes antimicrobianos para o tratamento de infeccdes
provocadas por micobactérias, bactérias e fungos tem gerado a necessidade de uma
busca por novas substancias eficazes contra esses microrganismos. Entre elas as
plantas vem desempenhando um papel de destaque, sendo consideradas possiveis
novas fontes para a descoberta de medicamentos, devido a sua utilidade fitoterapica
e como fonte de novas substancias bioativas com acéo antimicrobiana (REIS et al,
2015).

O uso de produtos naturais na Odontologia vem sendo um meio terapéutico
promissor no campo farmacoldgico, visto que apresenta-se como uma alternativa
viavel, resultando em uma capacidade de causar menos efeitos adversos do que 0s
medicamentos sintéticos e apresentando varias propriedades terapéuticas devido a
presenca de metabdlitos secundarios. Além disso pode ser utilizada também para
inibir o crescimento do biofilme dentario sendo eficaz na prevencdo e combate de
diversas doencas da cavidade bucal (JESUS et al, 2010; NWODO et al, 2011,
FREIRES et al, 2010).
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Syzygium cumini (L.) Skeels € uma planta da familia Myrtaceae nativa da
regido tropical da india, no continente asiatico e naturalizada no Brasil. Planta
conhecida popularmente como jambolédo, jameldo, azeitona doce, jambul ou oliveira
(VIZZOTO; FETTER, 2009).

Dentre as propriedades medicinais do S. cumini, h& relatos que chamam
atencdo para a aplicacdo na Odontologia, a exemplo da utilizacdo do fruto através
de gargarejos para irritacbes da orofaringe (MIGLIATO et al, 2006); utilizacdo da
casca como antisséptico, adstringente em ulceracfes bucais e estomatite
(LOGUERCIO et al, 2005; MIGLIATO et al, 2006).

Nesse sentido, em virtude do crescente destague que vem sendo dada a
utilizacdo 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 para o tratamento de
afeccOes bucais (OLIVEIRA et al, 2007). As propriedades descritas na literatura de
acordo com Pereira et al (2016) acerca do S. cumini motivaram a selecl1d0 desta
planta como alvo da pesquisa realizada. Diante do exposto esse trabalho tem como
objetivo avaliar a atividade anti-Candida do extrato hidroalcodlico das folhas de
Syzygium cumini (Linn.) Skeels sobre Candida spp.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos do género Candida: candidose e a terapéutica antifiungica atual

Dentre as infec¢des fungicas oportunistas, a candidose é a mais prevalente,
causada por fungos como Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata e C. krusei (SANTOS, 2011). As leveduras que causam a candidose fazem
parte da microbiota bucal, no entanto, tornam-se patogénicas em casos de
imunodeficiéncia congénita ou adquirida e imunossupresséao induzida pelo estresse
grave (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Candida albicans € um desses constituintes sapréfitas que habitam
comumente na microbiota bucal humana, porém quando a homeostase entre este
microrganismo e células hospedeiras é interrompida, torna-se um patégeno com
sobre crescimento na pele e nas superficies mucosas (SOUZA-JUNIOR et al, 2011,
KIM, 2016). Dessa forma, o epitélio da mucosa € destruido pela sua proliferacédo
excessiva ocorrendo a candidose (ZHOU; HUA; LIU, 2017).

O espectro clinico da candidose é muito amplo, abrangendo desde
manifestacdes leves, como a colonizagdo de mucosas, até quadros sistémicos com
a invasao de varios 6rgdos (COUTINHO, 2009). Geralmente desenvolve-se nas
membranas mucosas da boca, do trato intestinal e geniturinario, causando infec¢des
devido ao supercrescimento oportunista, quando a microbiota competidora €
suprimida por antibigticos ou outros fatores (TORTORA et al, 2005).

As manifestacdes clinicas da candidose podem ocorrer de diversas formas e
dividem-se em candidose invasiva ou sistémica e candidose mucocutanea (que
pode dividir-se em candidose bucal, intertriginosa, balanoprepucial, vulvovaginal,
paroniquia e mucocutanea cronica) (LOPES, 2006).

Antifingicos sintéticos comercialmente disponiveis para tratamento de
infeccbes fungicas, apresentam algumas limitacbes de uso, evidenciadas pelos
efeitos adversos causados aos usuarios (SANTOS, 2011), bem como pelo aumento
da resisténcia dos microrganismos, decorrentes do uso indiscriminado (BANSOD;
RAI, 2008). Sendo assim, tem sido gerada uma necessidade de uma busca por
novas substancias fungicidas (REIS et al., 2015). E dentre essas substancias,
inUmeros extratos tém sido estudados na busca de tratamentos alternativos para
estas infec¢gdes oportunistas (SANTOS, 2011; ROCHA et al, 2017).



15

Diversos estudos pesquisam o efeito de extratos como opc¢éo de tratamento
para a candidose bucal (HOFLING et al, 2010, ALMEIDA et al, 2011, PEREIRA et al,
2016, MADUGULA et al, 2017, SANTOS et al, 2017). Baseado nisso,
pesquisadores sdo impulsionados a investigar novas substancias antimicrobianas de
fontes alternativas, entre elas as oriundas das plantas medicinais (BANSOD; RAI,
2008).

2.2 Utilizagdo popular de plantas medicinais como modalidade terapéutica

alternativa

A Fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal de crescimento
expressivo nestes Ultimos anos. No Brasil, as inovacdes terapéuticas tém sido de
baixa ou média intensidade, sendo os fitoterapicos mais vendidos no mercado
brasileiro produzidos a partir de espécies estrangeiras (FUNARI; FERRO 2005).

As plantas sdo possiveis fontes de novos compostos para a descoberta de
medicamentos. S&o utilizadas para fins terapéuticos desde os tempos antigos, e
atualmente, desempenham um papel crucial na pesquisa de novas alternativas
terapéuticas na pratica médica, devido a sua utilidade fitoterdpica e como fonte de
novas substancias bioativas com acdo antimicrobiana para combater infeccdes
(REIS et al, 2015).

Os fitoquimicos sdo compostos bioativos naturais amplamente distribuidos
em plantas, animais, microrganismos, e outras formas de vida. Os principais
exemplos de produtos naturais incluem alcaloides, esteroides, terpenos, polifendis,
flavonoides. Essas substéncias tém usos racionais e sdo encontrados em
quantidades variaveis em diferentes espécies (SHAD et al, 2014).

O uso dos produtos naturais ha Odontologia vem sendo um meio terapéutico
promissor no campo farmacoldgico, visto que, apresenta-se como uma alternativa
viavel e eficaz na prevencdo e combate de diversas doencas da cavidade bucal
(FREIRES et al, 2010). Assim, a pesquisa em prol do uso de plantas medicinais,
com o uso de sua matéria prima pode ser uma alternativa para serem incorporadas
as novas formulacbes terapéuticas para o tratamento de doengas, pois esses
produtos tém a capacidade de causar menos efeitos adversos do que o0s

medicamentos sintéticos, apresentando beneficio a saude, aliada a grande



16

disponibilidade para a aquisicdo destas pela populagcdo e compatibilidade com a
cultura regional (ABILIO, 2014; JESUS et al, 2010; NWODO et al, 2011).

E notavel que a busca e descoberta por produtos naturais com principios
ativos que apresentem atividade antifingica e baixo nivel de toxicidade tem sido
investigada e representam uma evoluc¢éo farmacoldgica (SANTOS, 2011; ROCHA et
al, 2017).

2.3 Consideracdes sobre Syzygium cumini (L.) Skeel

A espécie Syzygium cumini conhecida como Jambolado, pertence a familia
Myrtaceae, é muito famosa por seus valores nutricionais e medicinais. E muito
utilizada na medicina popular principalmente no tratamento de febre, diarreia, asma
e diabetes mellitus tipo 2. E uma planta nativa das regies tropicais, mas também
pode ser encontrada em algumas regides subtropicais. Distribui-se no continente
asiatico, em paises como india, Tailandia, Filipinas; continente africano, em paises
como Africa do Sul, Madagascar e outros do leste do continente. E também pode ser
encontrada na América do Sul e no Brasil, sendo uma planta naturalizada, onde
encontra-se distribuida nas regifes Sudeste, Nordeste e Norte, sendo conhecida por
denominacfes populares diversas, tais como jamboldo, azeitona, azeitona-roxa,
oliva (MIGLIATO et al, 2007; AYYNAMAR; BALIGA et al, 2013; SRIVASTAVA,
CHANDRA, 2013).

O emprego frequente desta planta na medicina popular e a existéncia de
relatos sobre as suas potenciais atividades farmacoldgicas estimularam a realizacéo
de pesquisas cientificas, as quais identificaram a presenca de uma variabilidade de
compostos bioativos como compostos fendlicos, flavonoides, taninos, terpenoides,
saponinas, alcaloides, glicosideos, esteroides encontrados em diferentes partes da
planta (MIGLIATO et al, 2006; GOWRI; VASANTHA, 2010; BALIGA et al, 2011,
CHAGAS et al, 2015; PEREIRA et al, 2016), sugerindo a presenca de indicacdes
terapéuticas devido as variadas acdes farmacoldgicas do jambolao (MIGLIATO et al,
2006).

De acordo com Cartaxo-furtado (2015), o composto fitoquimico que
apresentou maior concentracdo no extrato etanolico de casca de S. cumini foram
taninos, seguido de polifendis e flavonoides. Assegurando que o0s extratos desta

planta apresentem varias atividades, incluindo citotdxica, antinflamatéria, anti-
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cancro, atividades antidiabéticas, diurético e anti-hipertensivo (VEBER et al, 2015;
SHAD et al, 2014; SHWETA et al, 2012).

E de grande importancia a busca de mais pesquisas e a bioprospeccéo dessa
planta para garantir sua atividade antifingica que venha a corroborar com o0s
estudos preliminares e a utilizagédo popular do S. cumini.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento do Estudo

Foi realizado um estudo laboratorial experimental in vitro.

3.2 Local da Pesquisa

Os testes de avaliacdo atividade antifingica foram realizados no Laboratoério
de Andlise e Diagnéstico do Departamento de Odontologia da Universidade Estadual
da Paraiba/UEPB, Campina Grande-PB. A producdo do extrato foi realizada no
Laboratério de Desenvolvimento de Medicamentos (LABDEM), da UEPB.

A liofilizagdo do extrato bruto foi realizada no Laboratoério de Biotecnologia da

Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB.

3.3 Processamento do Material Vegetal

A espécie vegetal, folhas de Syzygium cumini (L.) Skeel, foi coletada no més
abril de 2015 na regido do semiarido paraibano, Chacara Flor do Campo, zona rural
do municipio de Campina Grande, estado da Paraiba, nordeste do Brasil,
mesorregido da Borborema e micro regido do Cariri Oriental. O exemplar Syzygium
cumini (L.) Skeels foi depositado na Colecdo do Herbario Professor Lauro Pires
Xavier do Departamento de Biologia Molecular da Universidade Federal da Paraiba,
Joéo Pessoa/PB, identificado com o numero de Voucher: JPB 58.543.

O material vegetal foi acondicionado em sacolas de papel e no dia seguinte
processado. Realizou-se limpeza deste material, eliminando as partes das folhas
impregnadas por liquens ou matéria contaminante que pudessem interferir no
padrao de qualidade da planta estudada.

As folhas foram submetidas a lavagem, e em seguida secagem em estufa de
ar circulante (FANEM — Modelo 330/5) a 40°C, até a estabilizacdo final do peso.
Posteriormente foram moidas em moinho de facas (SOLAB — Modelo SL 30), com
didmetro da particula de 10 mesh, com finalidade de aumentar a superficie de
contato e facilitar a extracdo dos fitoconstituintes das partes da planta, quando

submetidas a solucéo extratora.
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3.4 Producao do Extrato

Foi produzido extrato hidroalcodlico das folhas de Syzygium cumini na
proporcdo 200g planta moida para 1 L de solugéo hidroalcodlica, na concentragédo
de 70%. O método de extracdo utilizado para obtencéo do extrato foi a percolagéo.

3.5 Microrganismos Envolvidos e Preparo do In6culo

Foram utilizadas cepas American Type Culture Collection (ATCC)
provenientes da Fundacdo Oswaldo Cruz, sendo estas, Candida albicans (ATCC
10231) e Candida glabrata (ATCC 90030).

O preparo do inoculo para os testes de suscetibilidade foi realizado seguindo
as recomendagfes do protocolo M27-A3 para leveduras (CLSI, 2008). O in6culo
fungico foi padronizado em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 530nm
e absorbancia entre 0,08-0,1, correspondendo & concentracdo de 5 x 10° UFC/mL.
Apb6s diluicBes sucessivas, obteve-se o inéculo na concentracdo de 5 x 102 UFC/mL.
Nos pogos da microplaca, durante a realizagdo dos testes de atividade
antimicrobiana, esta concentracdo reduziu pela metade, resultando em 2,5 x 10°
UFC/mL.

3.6 Reativagao dos Microrganismos

As cepas de referéncia de Candida albicans (ATCC 10231) e C. glabrata
(ATCC 90030) 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. Apés esse periodo, trés a cinco coldnias foram coletadas e
suspendidas 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
concentracdo 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 concentracdo de 5 x 10°

células/mL.
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3.7 Determinacéo da Atividade Antifungica

A atividade antifungica do extrato hidroalcoodlico de S. cumini (L.) Skeels foi
determinada segundo a normatizacdo M27-A3 do Clinical Laboratory and Standards
Institute (CLSI), com algumas modificacdes, por meio da técnica da microdiluicdo em
caldo (CLSI, 2008). A partir desta, foram obtidos os valores da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) desse produto
natural frente Candida albicans (ATCC 10231) e Candida glabrata (ATCC 90030).

Microplacas com 96 pocos foram preparadas inserindo-se 100 pL de caldo
Agar Sabouraud em todos os pocos. Em seguida, 100 pL das diluicdes do extrato de
S. cumini (L.) Skeel (4000 pg/mL) foram inseridos na primeira fileira de pocos da
microplaca. Diluicbes seriadas (1:2) foram entdo realizadas por meio da
transferéncia de 100 pL aos pogos subsequentes. Em seguida, 100 pL da
suspensdo dos microrganismos (diluido em Caldo Sabouraud Dextrose na
concentracdo de 1 x 10° UFC/mL) foram inseridos em todos os pocos. Desse modo,
0 extrato foi ensaiado em um intervalo de concentragdes de 1000 pg/mL a 7,8
pg/mL.

O controle de viabilidade dos microrganismos (auséncia de antimicrobiano),
bem como controle de esterilidade do meio de cultura (auséncia de inoculacdo de
microrganismos nos pogos) foram realizados para garantir acuracia do método.
Foram utilizados controles farmacolégicos com agentes antifingicos como nistatina
e fluconazol sendo esses realizados em concentragcdes que variaram de 64 pg/mL a
0,5 pg/mL.

As microplacas foram entdo incubadas a 37° C, por 24 h, em aerobiose. Apés
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 utilizagdo do corante resazurina (3 mM), o qual
foi pipetado (50 pL) em todos os pocos apds o periodo de incubacdo para
determinacdo da CIM. A metabolizacdo do corante pelos microrganismos viaveis
resultou na producédo de um pigmento de cor rosa. Assim, os valores da CIM foram
considerados como a menor concentragcdo do extrato que resultou na inibicdo do
crescimento microbiano.

A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi determinada pela semeadura (10

UL), em triplicata, em placas de Petri contendo o meio de cultura Agar Sabouraud
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Dextrose, de todos 0s pogos correspondentes a concentragdes iguais ou superiores
a CIM. ApoOs semeadura, as placas foram incubadas a 37° C por 24 h. ApGs esse
periodo, a CFM foi considerada a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o

crescimento dos sub-cultivos.

3.8 Determinagcdo do efeito do extrato sobre a cinética do crescimento de

Candida albicans

O efeito do extrato das folhas de S. cumini sobre a cinética do crescimento de
Candida albicans (ATCC 10231) foi determinado pela curva de time-kill, segundo
metodologia proposta por Cantén et al (2009), Klepser et al (1997) e De Castro et al
(2013), com algumas modificagdes.

O preparo do inéculo foi realizado seguindo as recomendac¢des do protocolo
M27-A3 para leveduras (CLSI, 2008), conforme descrito previamente. Apls a
obtencdo do ind6culo, e diluicbes sucessivas, obteve-se suspensdes dos
microrganismos equivalentes a 5 x 10° UFC/mL.

Microplacas com 96 pocos de fundo chato (Cralpast, Cotia, Brasil) foram
preparadas, inserindo-se 100 pyL de meio de cultura caldo Sabouraud Dextrose
(Difco, Detroit, USA) em todos os pocos. Em seguida, foram inseridos na primeira
fileira de pocos da microplaca, 100 pL do extrato das folhas de S. cumini (4000
ng/mL), assim como para o controle farmacoldgico, a Nistatina (256 pg/mL) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO). Controle de viabilidade dos microrganismos (auséncia de
antimicrobiano), bem como controle de esterilidade do meio de cultura (auséncia de
inoculacdo de microrganismos) e controle do veiculo (diluente do extrato) foram
também realizados e avaliados para garantir acuracia do método.

Apds a adicao das substancias, foram realizadas diluicbes seriadas (1:2) por
meio da transferéncia de 100 pL de aliquotas da primeira fila de pogos aos pocos
subsequentes. Em seguida, 100 pL da suspensédo dos microrganismos diluido em
caldo Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) foram inseridos em todos 0s pocos,
obtendo uma concentracéo final de 2,5 x 10° UFC/mL. Em seguida, as microplacas
foram incubadas a 37°C, por 24 h, em aerobiose (CLSI, 2008).

Para esse teste, as concentracdes avaliadas para o extrato e para o controle

farmacologico (Nistatina) corresponderam aquelas equivalentes a CIM, sendo esses
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valores, equivalentes respectivamente a 125ug/mL para o extrato e 4ug/mL para a
nistatina.

Realizou-se a semeadura de aliqguotas de 10 pL em placas de Petri
preparadas com Agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) nos intervalos de
tempo de 0 (momento inicial), e 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 e 24 horas ap0s o inicio do
ensaio. Apés a coleta, as microplacas e placas de Petri foram incubadas em estufa a
37°C por um periodo de 24h. Decorrido esse periodo, o nimero de microrganismos
viaveis (UFC/mL) foi avaliado para a concentracdo em cada tempo de analise.
Desse modo, por meio deste teste, pode-se determinar o efeito das substancias
analisadas, segundo a sua concentracao e o tempo de acdo exercido sobre Candida
albicans (ATCC 10231). Os experimentos foram realizados em triplicata, e 0s

resultados foram expressos através da média das triplicatas.

3.9 Andlise Estatistica

Os resultados do ensaio do efeito do extrato sobre a cinética do crescimento
de Candida albicans foram analisados através do programa SPSS Statistics para
Windows® versdo 20.0, considerando-se o nivel de significancia de 5%. A
comparacao entre os produtos testados foram realizados dentro de cada tempo
utilizando-se o teste de analise de variancia a um fator fixo (ANOVA one-way) e pos-
teste de Tukey.
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4 RESULTADOS

Os valores da CIM e CFM (expressos em pg/mL) do extrato e dos farmacos
sobre as cepas de Candida testadas estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Atividade antifungica do extrato das folhas de Syzygium cumini (Linn.)
Skeels e de farmacos padrédo sobre fungos do género Candida (valores de CIM e

CFM expressos em pg/mL).

MICRORGANISMOS/SUBSTANCIAS CIM CFM CFM/CIM

C. albicans (ATCC 10231)

Extrato S. cumini 125 1000 8
Nistatina 4 64 16
Fluconazol 32 >64 >2

C. glabrata (ATCC 90030)

Extrato S. cumini 62,5 >1000 >16
Nistatina 2 64 32
Fluconazol >64 >64 >1

C. albicans (ATCC 10231) + C. glabrata
(ATCC 90030)

Extrato S. cumini 125 1000 8
Nistatina 4 32 8
Fluconazol >64 >64 >1

Diante dos dados, percebe-se que o extrato das folhas de S. Cumini
apresenta efeitos antifungicos sobre as cepas de Candida testadas demonstrando

valores de CIM entre 62,5ug/mL a 125ug/mL para esses microrganismos.
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A analise sobre o efeito antifingico do extrato de S. cumini e da Nistatina
sobre o crescimento de células planctonicas de C. albicans (ATCC 10231) foi
avaliado sob diferentes concentracdes e tempos de acao das substancias, visando a
investigacdo dos seus efeitos sobre a cinética do crescimento desse microrganismo.

Os resultados estao apresentados na figura 1.

Efeito do extrato de folhas de 5. cumini e da Nistatina
[CIM] sobre a cinética de crescimento de C. albicans

12000
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4000
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0 ——— . ————,

h

=0 =1 =2 =3 t=d 1= 1=H =12 =24

Extrato [CIM] Mistatina [CIM]

=—g=Controke veiculo g Conitrole crescimento

Figura 1. Efeito do extrato das folhas de Syzygium cumini e Nistatina sobre a
cinética de crescimento de Candida albicans (ATCC 10231). Resultados
expressos através da meédia do numero de microrganismos (em UFC/mL)
segundo os diferentes tempos de acdo sob exposicéo ao extrato e a Nistatina.

De modo geral, comparando a concentracdo testada e o grupo controle nos
diferentes periodos de tempo avaliados (figura 1), a exposi¢cdo dos microrganismos a
concentracdo do extrato equivalentes a CIM (125ug/mL) demonstrou menores
valores de média de niumero de UFC/mL no periodo de quatro horas de exposicéo.

Diferenca significativa foi observada apenas no intervalo de tempo
equivalente a oito horas de exposicdo de C. albicans a concentracdo de 125 pg/mL
do extrato de S. cumini, sendo esta diferenca verificada apenas em comparacao
aguela obtida para a concentracao de 4 ug/mL da Nistatina.

Por outro lado, nos periodos de exposicao de 12 e 24 horas, o extrato de S.
cumini ndo demonstrou efeitos sobre a inibicdo do crescimento fungico, visto que
nesses periodos de tempo 0s microrganismos apresentaram crescimento maximo
verificado. Entretanto, a Nistatina foi capaz de provocar uma reducdo do nimero de
microrganismos, apresentando, entretanto, discreto aumento quantitativo no

crescimento dos mesmos, quando testada na concentracao equivalente a CIM.
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5 DISCUSSAO

As pesquisas relacionadas ao uso de plantas medicinais, principalmente as
com atividade antimicrobiana, € relevante pelo custo-beneficio aliada a grande
disponibilidade para a aquisicdo destas pela populagcdo e compatibilidade com a
cultura regional. As plantas sdo compostas por principios ativos que séo eficazes no
tratamento de doencas crbnicas, bem como de doencas infecciosas (ABILIO, 2014;
SANTOS, 2011).

Nesse estudo, foi observado que o extrato hidroalcodlico das folhas de S.
cumini apresenta grande potencial de inibicdo sobre o crescimento de espécies do
género Candida, apresentando uma CIM de 62,5ug/mL frente a espécie C. glabrata.
Foi possivel observar uma maior resisténcia a acéo do extrato frente a espécie de C.
albicans com uma CIM de 125ug/mL, revelando assim uma atividade antifingica
forte, de acordo com a classificacdo de Aligiannis et al (2001) que considera forte
valores de CIM até a concentragcdo de 500ug/mL. Entretanto, de acordo com a
classificacdo de Holetz et al (2002), em que os mesmos classificam em atividade
boa (CIM até 100 pg/mL), moderada (CIM entre 100 e 500 ug/mL), fraca (de 500 a
1000 pg/mL) e inativo quando a CIM for maior que 1000 ug/mL, o extrato de S.
cumini demonstra atividade que varia de moderada a boa sobre o crescimento das
espécies analisadas. 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 ulceracl6es, afeccl/des da orofaringe e outras doencllas da
cavidade bucal (COSTA et al, 2009).

Ao relacionar a CIM com a CFM através da razao CFM/CIM, observou-se que
a razao entre essas concentracdes, em todas as cepas testadas, apresentou valores
24, determinando assim sua atividade fungistatica (SIDDIQUI et al, 2013).

A atividade anti-Candida do extrato também foi observada através da Cinética
de Crescimento (Curva Time-Kill) sobre Candida albicans, este teste tem por
objetivo analisar a interacdo do produto-teste com o microrganismo, a fim de
caracterizar uma relagdo dinamica entre concentracdo e atividade ao longo do
tempo (KLEPSER et al, 1997), em nove periodos de tempos distintos, observou-se a
acdo do extrato de S. cumini e da Nistatina, substancia utilizada como controle

positivo neste estudo.
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Pbdde-se observar, no presente estudo que o extrato apresenta uma atividade
anti-Candida dependente da concentracao, visto que na concentracao equivalente a
CIM de 125 pg/mL demonstrou os menores valores de meédia de UFC/mL. Ao
comparar as substancias analisadas, apenas a Nistatina mostrou diferenca
estatisticamente significativa com relagcdo as demais, diminuindo consideravelmente
0 namero de microrganismos viaveis em periodos de tempos iguais ou superiores a
8 horas.

Pouco é descrito na literatura sobre a atividade antifingica de S. cumini,
contudo os resultados dessa 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 pocos) com extrato hidroalcodlico de folhas do jamboléao
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 antifingica em ambos os estudos.

Do mesmo, modo os resultados encontrados corroboram com o estudo de
Cartaxo-furtado (2015) no qual frente C. albicans, o jamboldo apresentou-se como
um forte inibidor de crescimento, pois o valor da CIM foi igual a 250 pg/mL.

Adicionalmente, a investigacdo do efeito bioldgico do extrato de folhas de S.
cumini sob diferentes concentracdes e intervalos de tempo teve sua importancia
ressaltada sobretudo em virtude de permitir elucidar as melhores condi¢bes nas
quais o mesmo exerceu seu efeito antimicrobiano (KLEPSER et al, 1997; CANTON
et al, 2009; DE CASTRO et al, 2013), determinando, portanto, os melhores perfis
para os quais sua utilizac&o poderia ser indicada.

Os resultados obtidos demonstram ser de grande importancia a realizacéo de
pesquisas in vivo, além de testes de toxicidade para que desta forma, futuramente, o
extrato de folhas de S. cumini possa ser utilizado, clinicamente, no tratamento da
candidose oral visto que, o extrato possui metabdlitos secundarios com potencial de
acao sobre a inibicdo do crescimento de Candida spp. Portanto, este estudo sugere
gue mais pesquisas sejam realizadas dando continuidade a bioprospecc¢éo, por meio

de analises experimentais com essa espécie vegetal.
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6 CONCLUSAO

« O extrato das folhas de Syzygium cumini apresentou potencial antimicrobiano
sobre todas as cepas de Candida testadas, com efeito considerado de forte a

moderado, visto os resultados evidenciados pela resposta fungica.

« O extrato de S. cumini apresenta atividade antifingica com acéo fungistatica sobre
todas as cepas de Candida avaliadas, sendo esse efeito mais significativo quando
a C. albicans foi exposta a sua a¢do por um periodo de oito horas.

» Mediante os resultados obtidos da atividade antifUngica do extrato de Syzygium
cumini, sugere-se mais investigaces utilizando essa planta na perspectiva do
desenvolvimento de produtos com finalidade terapéutica alternativa e

complementar de uso odontolégico.
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