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ATIVIDADE ANTIFUNGICA E ANTIBIOFILME DO EXTRATO DAS FOLHAS DA
Guapira graciliflora Mart. CONTRA ESPECIES DE CANDIDA: ESTUDO in vitro.

Tereza Karla Vieira Lopes Da Costa
RESUMO

A Candidiase oral ¢ uma infeccdo fungica oportunista causada por espécies por geénero
Candida. Em virtude do risco de candidemia em pacientes imunocomprometidos e do
aumento da resisténcia desses microrganismos aos antifungicos convencionais, surge a
necessidade de novas solugdes terapéuticas, sendo as plantas medicinais uma alternativa de
tratamento. O presente estudo avaliou a atividade antifungica e antibiofilme do extrato das
folhas da Guapira graciliflora Mart. A atividade antifingica do extrato foi analisada através
da técica de microdiluicdo em caldo, com determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) frente as cepas Candida albicans ATCC 10231; Candida dubliniensis CBS 7889;
Candida glabrata CBS 07; Candida krusei CBS 573. A capacidade em inibir a formagdo de
um biofilme de C. albicans foi avaliada considerando o numero de unidades formadoras de
colonias (UFC/mL) e a atividade metabolica (MTT) nas concentragdes CIM (125 pg/mL), 10
vezes a CIM (1250 pg/mL) e 100 vezes a CIM (12500 pg/mL). O extrato apresentou
moderada atividade antifungica sobre C. albicans, C. glabrata e C. krusei e forte atividade
sobre C. dubliniensis. A concentragdo 12500 pug/mL foi a mais efetiva em reduzir o numero
total de células e atividade metabolica da C. albicans, mantendo 44,4% e 42,9% do niimero de
UFC/mL de C. albicans viaveis ¢ 34,6% ¢ 52% das células ativas, nos periodos de 24 ¢ 48
horas, respectivamente. O extrato mostrou ter atividade antifingica frente as leveduras
testadas. Para comprovagao da sua eficacia e seguranga no tratamento da candidiase, fazem-se
necessarios a realizacao de estudos clinicos.

Palavras-chaves: Candida albicans; biofilme dentario; Guapira graciliflora Mart.

1 INTRODUCAO

A candidiase oral ¢ uma infecgdo causada por fungos do género Candida, comumente
presentes na microbiota da cavidade oral, sendo a espécie Candida albicans a mais associada
a infecgdo (CASTRO; LIMA, 2010). Tais espécies estdo presentes na cavidade oral de
aproximadamente 50% da populagdo e, de maneira geral, ndo causam doenga, pois vivem
como microrganismos comensais do organismo (SALERNO et al.,2011). Sua transi¢do para a
forma patogé€nica ocorre devido a um desequilibrio entre a imunidade do hospedeiro e o
crescimento da levedura (FERREIRA et al, 2015).

A C. albicans atua desde a colonizag¢ao das mucosas até o comprometimento de 6rgaos
sistémicos, (STRAMANDINOL et al, 2010), podendo se manifestar na forma aguda e cronica
(SIMOES et al,2013). A infecgio por Candida pode clinicamente manifestar-se como placas
amolecidas, esbranquicadas, facilmente removidas da mucosa oral ¢ do dorso da lingua,

caracterizando a candidiase pseudomembranosa. Uma outra forma clinica bastante comum ¢ a



candidiase eritematosa, geralmente, associada ao uso de protese total mal higienizada,
denominada de estomatite protética, podendo atingir cerca de 70% dos usuarios de protese
dentaria (WONG et al, 2014).

A incidéncia de infecgdes por candida tem aumentado de maneira consideravel,
provavelmente em decorréncia do crescente nlimero de pacientes imunocomprometidos, da
utilizacdo indiscriminada de antibidticos, bem como do surgimento de infecgdes provocadas
por espécies ndo-albicans, como Candida tropicalis, Candida pseudotropicalis, Candida
krusei e Candida dubliniensis, (CANTON et al, 2011), relacionadas a um maior indice de
mortalidade e de resisténcia aos antifingicos convencionais (ORTEGA et al, 2011, SILVA et
al., 2012).

Considerando o aumento da resisténcia de microrganismos patogenos as drogas
antimicrobianas, o que ocasiona infec¢des cada vez mais severas e persistentes, observa-se a
necessidade da busca de novas solugdes terapéuticas de combate a estes microrganismos, de
maneira eficiente (GUIMARAES; MOMESSO, 2010). Assim, surge o interesse para a
pesquisa com plantas medicinais, uma vez que estas configuram-se como uma importante
fonte de compostos ativos para o desenvolvimento de novas drogas eficazes e seguras
(NASCIMENTO et al,2012).

Dentre as plantas medicinais destaca-se a Guapira graciliflora Mart. pertencente a
familia Nyctaginaceae, conhecida popularmente como jodo-mole, pau-mole, jodo dormido,
pau-piranha (COELHO et al, 2005). Pode ser encontrada na Caatinga, principal bioma do
semiérido brasileiro (CHAVES et al,2013). E utilizada popularmente como cicatrizante, com
acdo anti-inflamatoria e no tratamento da tuberculose (COELHO et al., 2005; PAVAN et al.,
2009). No entanto, poucos estudos foram realizados para analisar a atividade antimicrobiana
dessa planta (ROCHA et al., 2013).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar in vitro a agdo antifiingica e
antibiofilme do extrato hidroalcoolico das folhas da G. graciliflora sobre espécies de
Candida.

2 METODOLOGIA

2.1 Tipo e Local de estudo



Trata-se de um estudo experimental /n vitro realizado na Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB), Campina Grande, Paraiba e no Centro de Pluridisciplinar de Pesquisa

Quimicas Biologicas ¢ Agricolas (CPQBA- Unicamp), Campinas, Sao Paulo.

2.2 Material Vegetal e Obtencao do Extrato

As folhas da G. graciliflora foram coletadas no municipio de Queimadas (7° 21 30 " S,
35° 53' 54" W), Paraiba. O material foi limpo, acondicionado em sacos de papel e secos em
estufa de ar circulante (FANEM ®, modelo 330) a temperatura de 40°C até a obtencdo de
peso constante. O espécime testemunho da planta estd depositado na cole¢ao do Herbario
Manoel Arruda Camara (ACAM), da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), no
municipio de Campina Grande, Paraiba, sob o registro n° 907/ACAM.

A obtengao do extrato ocorreu pelo método de maceracdo na proporcao de 200 gramas
da planta seca e moida para 1 litro de alcool etilico a 50%. Apds este processo, o alcool foi
removido por evaporacdo a vacuo (Quimis® / Q344M) ¢ a porgdo residual liofilizada
(Labconco®/Freezone 4.5).

2.3 Caracterizagoes do Potencial Antiftingico
2.3.1 Microrganismos

Foram utilizadas as seguintes linhagens de Candida: C. albicans ATCC 10231; C.
dubliniensis CBS 7889, C. glabrata CBS 07 e C. krusei CBS 573 ¢

2.3.2 Preparos do Inéculo

Culturas de leveduras de 24 horas foram adicionadas em 5 mL de solucdo salina estéril
(NaCl 0,9%), regulando-se sua absorbancia entre 0,08 a 0,10 a 530 nm, afim de obter uma
densidade equivalente a 5,0 x 10 ® UFC/mL. Dilui¢des seriadas em meio de cultura RPMI-
1640 (Angus Buffers & Biochemicals, Niagara Falls, NY, USA) foram realizadas, de modo
que, ao final, obtivesse uma densidade de 5,0 x 10° UFC/mL. Nos pogos da microplaca, a
solugdo final apresentou uma concentragio de 2,5 x 10° UFC/mL (protocolo M27-A3,

CLSIL,2008).

2.3.3 Determinacoes da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)
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A determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) do extrato foi realizada
através da técnica da microdiluicdo em caldo, utilizando microplacas para microdiluigao,
contendo 96 pocos (8 linhas A-H/ 12 colunas). Inicialmente, foram depositados 100 plL/pogo
do meio de cultura RPMI-1640. Adicionou-se em seguida 100 pL/pogo do extrato de G.
graciliflora, diluidos em meio de cultura RPMI-1640 ¢ 10% de DMSO. Para realizar a
microdiluicdo, 100 pL foram transferidos do primeiro pogo para o seguinte, repetindo-se esse
procedimento até o ultimo pogo, obtendo-se concentragdes entre 2000 ¢ 0,4882. Os 100 uL
finais foram desprezados. Posteriormente, 100 pL da suspensdo do microrganismo de 24
horas foram adicionados (5 x 10> UFC/mL). As placas foram incubadas por 48 horas a 37°C,
em atmosfera aerobia (CLSI 2008). Os ensaios foram realizados em duplicata, em dois
experimentos diferentes.

A Nistatina (0,5 mg/mL) (Sigma-Aldrich®) foi utilizada como controle positivo.
Foram analisados a esterilidade do meio de cultura e o controle de crescimento do

microrganismo.

2.3.4 Leitura da Concentracao Inibitoria Minima (C1M)

Apos o periodo de incubagdo, verificou-se a ocorréncia de alteragdo de coloragdo do
meio RPMI-1640, de rosa (cor original) para amarelo, indicativo de mudanca do potencial
hidrogeniodnico (pH), ocasionada pelo crescimento microbiano (CLSI, 2008).

Para classificacdo da atividade antimicrobiana do extrato foram utilizados os
parametros estabelecidos por Holetz et al (2002), considerando: CIM < 100 pg/mL — forte
atividade; CIM entre 100 e 500 pg/mL — atividade moderada; CIM entre 500 e 1000 pg/mL —
fraca atividade e CIM > 1000 pg/mL — auséncia de atividade.

2.3.5 Determinacoes da Concentracao Fungicida Minima (CFM)

Para determinar a atividade fungicida, uma aliquota de 50 puL de cada poco, com
concentragdes igual e maiores que a CIM, foram subcultivadas em meio dgar sabouraud dextrose
(Merck®) e incubadas a 37°C por 48 horas. As CFMs foram definidas como a menor
concentragdo que inibiu o crescimento visivel do microrganismo (CLSI, 2008).

A razdo CFM / CIM foi calculada para determinar se o extrato apresenta uma atividade
fungistatica (CFM / CIM >4) ou fungicida (CFM/CIM <4) (SIDDIQUI et al, 2013)

2.4 Atividade anti-biofilme
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2.4.1 Superficies de adesao do biofilme

Foram utilizados discos de resina acrilica incolor, quimicamente polimerizada (Vipi
Flash VIPI Produtos Odontologicos Ltda., Pirassununga, SP, Brasil), de dimensdes
10x10x5mm como superficies de adesdo para o biofilme. Os discos foram preparados de
acordo com as instrugdes do fabricante (25°C, em propor¢des iguais de p6 e liquido, sem
incorporagdo de bolhas de ar) ¢ em seguida foram imersos em agua purificada a uma
temperatura de 37°C por 24 horas para liberacdo de mondmero residual. As superficies dos
discos receberam acabamento e polimento; em seguida foram desinfectados em dgua ultra

purificada e alcool etilico 70%, com o auxilio de equipamento de ultrassom, durante 20
minutos (FREITAS-FERNANDES et al., 2014).

2.4.2 Preparos do Inéculo

Uma cultura de C. albicans ATCC 10231 foi reativada em agar sabouraud dextrose e
incubada por 24 horas a 37°C. As c¢lulas foram suspensas em sabouraud dextrose caldo
(Himedia®). A concentracdo da suspensdo microbiana foi determinada utilizando-se a cAmara

de Newbauer (KASVI®) com obtengio de uma densidade celular de 2 x 10° UFC/mL.
2.4.3 Inibigoes da Formacao do Biofilme

Inicialmente, cada disco de resina foi colocado em um pogo de uma placa de cultura
de 24 pogos (KASVI® 24 well Tissue Culture Plate), contendo 1mL de in6culo da levedura
(1x10° UFC/mL) e 1 mL do extrato diluido em meio de cultura, suplementado com glicose
1% nas seguintes concentragdes: CIM (125 pg/mL), 10 vezes a CIM (1250 pg/mL) e 100
vezes a CIM (12500 mg/mL). As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C (LABOR® SP-
200). Como controle positivo utilizou-se nistatina (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich®). Para
verificar o controle de crescimento, o indculo foi colocado de forma individualizada na placa.

Decorridas as 2 horas inicias, os discos de resina foram transferidos para uma nova
placa de 24 pogos (KASVI® 24 well Tissue Culture Plate), contendo 2mL/po¢o de meio de
cultura sabouraud dextrose caldo, suplementado com glicose 1%, sendo uma incubada por 24
horas e outra por 48 horas, a 37° C. Apds cada periodo, os discos foram lavados em solucdo
salina de NaCl a 0,9% e transferidos para tubos de ensaio contendo 2 mL contendo a mesma

solugdo.
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O biofilme dos discos foi removido através de um agitador de tubos (KASVI®, Vortex
Mixer K45-2810), por 30 segundos, obtendo-se uma suspensao do biofilme. Esta foi utilizada
para quantificacdo de células viaveis (UFC/mL) e avaliacdo da atividade metabolica da C.

albicans. O ensaio foi realizado em quadruplicata.
2.4.4 Quantificacoes de Células Viaveis do Biofilme Residual

A suspensao do biofilme obtida passou por dilui¢des seriadas ( 101,102,103, 107, 107
> e 10°) e uma aliquota de 10 L de cada diluigio foi plaqueada em triplicata em meio agar
sabouraud dextrose (Himedia®). As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. ApoOs esse
periodo, as unidades formadoras de colonia foram quantificadas e os resultados expressos em
UFC/mL (FREITAS-FERNANDES et al., 2014).

2.4.5 Avaliacoes da Atividade Metabdlica

A atividade metabolica foi avaliada utilizando-se o método do MTT (brometo de 3-
metil-[4-5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5 difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich® - Brometo Tiazolil Azul
de Tetrazolio). Da suspensao de células do biofilme, 1 mL foi centrifugada a 1500 rpm, por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado; adicionou-se ao pellet 200uL de MTT, a uma
concentragdo 0,5mg/mL. As células foram incubadas por 3 horas, a 37° C. Apos este periodo,
a solugdo de MTT foi novamente centrifugada, o sobrenadante descartado e adicionado ao
pellet 200 uL. de DMSO. Esta solucao foi encubada por mais 15 minutos e em seguida foi
realizada a leitura da absorbancia em leitor de microplacas (Biochrom®, EZ Reader 400

Microplate Reader), com comprimento de onda de 570nm (OLIVEIRA et al., 2014).
3 RESULTADOS

3.1 Atividade Antifingica
O extrato das folhas da G. graciliflora apresentou atividade antifungica moderada
sobre as espécies de C. albicans, C. krusei e C. glabrata e forte atividade sobre a C.

dubliniensis, ndo apresentando atividade fungicida em relag@o as concentragdes testadas.
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Tabela 1: Distribui¢do dos valores da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM), Concentragdo
Fungicida Minima (CFM) e razdo CFM/CIM do extrato da G. graciliflora, de controle

positivo, de acordo com a espécie de Candida.

G. graciliflora NISTATINA
CIM CFM CMF/CIM CIM CFM CFM/CIM
LEVEDURAS — (ugmL)  (ugimL) (ng/mL)  (ug/mL)
C.albicans 125 pg/mL >2000 >16 0,9765 pg/mL - *
ATCC 10231
C. dubliniensis ~ 3,90625 pg/mL >2000 >512 0,9765 pg/mL - *
CBS 7889
C. glabrata 250 ug/mL >2000 >8 0,9765 ug/mL - *
CBS 07
C. krusei 125 pg/mL >2000 >16 0,9765 pg/mL - *
CBS 573

CFM/CIM <4 = Fungicida
CFM/CIM >4= Fungistatica

3.2 Atividade anti-biofilme

A capacidade do extrato da G. graciliflora em inibir a formagdo do biofilme foi
verificada através da contagem de células viaveis expressas em UFC/mL de C. albicans
(Figura 1) e em porcentagem em funcdo do controle de crescimento (Figura 2), apds os
periodos de 24 e 48 horas.

A concentragdo correspondente a 100 vezes a CIM (12500pg/mL) apresentou uma
maior redugdo do total de células, mantendo 44,4% e 42,9% do niimero de UFC/mL de C.
albicans viaveis nos periodos de 24 horas e 48 horas, respectivamente, em relagao ao controle

de crescimento.
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Figura 1: Distribui¢do do niimero de células viaveis expressas em UFC/mL de C. albicans, conforme a

concentragdo do extrato da G. graciliflora e o periodo de tempo.
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Figura 2: Distribui¢do do percentual de células viaveis de C.albicans em fungéo do controle de crescimento,

conforme a concentragdo do extrato da G. graciliflora e o periodo de tempo.

A concentragdo correspondente a 100 vezes a CIM (12500png/mL) também foi a

concentragdo mais efetiva em reduzir a atividade metabolica total, mantendo 34,6% e 52%

das células de C. albicans ativas, nos periodos de 24 horas e 48 horas, respectivamente, em

relacdo ao controle de crescimento (Figura 3).
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Figura 3: Distribuicdo do percentual da atividade metabolica das células de C. albicans, em relagdo ao controle

de crescimento, conforme a concentracdo do extrato da G. graciliflora e o periodo de tempo.

4 DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, a utiliza¢do excessiva de antimicrobianos favoreceu a resisténcia
de algumas espécies aos agentes antiflingicos convencionais, ocasionando um problema de
saude publica (SWEENEY et al, 2004, ZARDO; MEZZARI,2004). Assim, surge a
necessidade da busca por novas alternativas terapéuticas eficientes no controle
microbiologico. Nesse contexto, as plantas destacam-se como uma fonte de interesse, por
apresentarem compostos quimicos com efeitos antimicrobianos e constituirem novas de
prevengdo e tratamento das doencas (SAHOO et al, 2010; ZUO et al., 2008).

No caso da G. graciliflora, o extrato de suas folhas apresentou atividade antifiingica
moderada sobre as espécies de C. albicans, C. krusei e C. glabrata, de acordo com a
classificacdo de Holetz et al (2002) e forte atividade sobre a C. dubliniensis. Esses resultados
tornam-se relevantes, uma vez que principalmente as espécies de Candida ndo-albicans
apresentam uma maior resisténcia aos antifiungicos tradicionais, ocasionando infec¢des mais
graves principalmente em paciente imunocomprometidos (BARBEDO; SGARBI, 2010),
afetando a cavidade oral, orofaringe, esofago e podendo ser disseminar para a corrente
sanguinea (PORTELA et al.,2016).

O extrato apresentou perfil fungistatico, inibindo o crescimento visivel do

microrganismo, sem causar sua morte. Esses resultados sdo positivos considerando que a
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microbiota oral deve ser controlada e ndo eliminada, evitando o desequilibrio causado por
substancias fungicidas, direcionando a busca por agentes efetivos, impedindo o avango da
infeccao (KATAOKA et al, 2001).

A formagdo dos biofilmes apresenta um papel de destaque na patogénese da
candidiase, sendo a espécie considerada de maior prevaléncia em relagdo as demais (WONG
et al., 2014) em funcdo da expressdo de fatores de viruléncia, que desempenham um papel
essencial na génese do processo infeccioso (RIBEIRO et al,2008). Dentre esses fatores,
destacam-se a capacidade de diferencia¢do de levedura para hifa (dimorfismo), expressdo de
fatores de adesdo, producdo de toxinas e a secrecdo de enzimas hidroliticas como as
proteinases e fosfolipases, viabilizando o crescimento da levedura na forma de biofilme sobre
uma variedade de superficies (HARTMANN et al, 2016).

Utilizando o protocolo adotado, pode-se notar que todas as concentragdes do extrato
testadas foram capazes de causar a redugdo da viabilidade celular e a atividade metabdlica. No
entanto, a concentragdo 100 vezes a CIM (12500pg/mL) foi a que obteve os melhores
resultados. A redugdo do metabolismo das células do biofilme tratado com o extrato da G.
graciliflora, verificada no ensaio do MTT, pode estar relacionada a diminui¢ao do nimero de
células de C. albicans viaveis (BASSO et al., 2011) ocasionado pela a¢do do extrato em uma
concentragdo maior

Sabe-se que a concentragdo ativa de um antiflingico geralmente ¢ maior para
microrganismos organizados em biofilmes do que na sua forma planctonica. A formacao dos
biofilmes proporciona alta capacidade de resisténcia a acdo de antifungicos pela presenca de
uma matriz extracelular, que dificulta a penetragdo do farmaco no interior do mesmo e limita
sua acao sobre as células fungicas (NETT et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2014).

Este estudo revela resultados promissores em relagdo ao potencial antifingico do
extrato da G, graciliflora contra espécies de Candida e antibiofilme da C. albicans. Faz-se
necessario que novos estudos sejam realizados com a finalidade de avaliar outras

potencialidades do extrato.

5 CONCLUSOES
O extrato das folhas da G. graciliflora apresentou atividade antifiingica, inibindo o

crescimento das espécies de Candida e a formagao do biofilme de Candida albicans.



17

ANTIFUNGIGAL AND ANTIBIOFILME ACTIVITY OF THE LEAF EXTRACT OF
GUAPIRA GRAILIFLORA Mart. AGAINST CANDIDA SPECIES: IN VIRUS STUDY.

ABSTRACT

Oral Candidiasis is an opportunistic fungal infection caused by species by genus Candida.
Due to the risk of candidemia in immunocompromised patients and the increased resistance of
these microorganisms to conventional antimicrobials, the need for new therapeutic solutions
arises, with medicinal plants being an alternative treatment. The present study evaluated the
antifungal and antibiofilm activity of the leaves extract of Guapira graciliflora Mart. The
antifungal activity of the extract was analyzed by means of microdilution in broth with
determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) against strains Candida albicans
ATCC 10231; Candida dubliniensis CBS-7889; Candida glabrata CBS 07; Candida krusei
CBS 573. The capacity to inhibit the formation of a biofilm of C. albicans was evaluated
considering the number of colony forming units (CFU / mL) and metabolic activity (MTT) at
MIC (125 pg / mL) concentrations, 10 times the MIC (1250 ug / mL) and 100 times the MIC
(12500 pg / mL). The extract showed moderate antifungal activity on C. albicans, C. glabrata
and C. krusei and strong activity on C. dubliniensis. The concentration of 12500 png / mL was
the most effective in reducing the total number of cells and metabolic activity of C. albicans,
maintaining 44.4% and 42.9% of the number of CFU / mL of viable C. albicans and 34.6 %
And 52% of the active cells, in the periods of 24 and 48 hours, respectively. The extract
showed antifungal activity against the yeasts tested. To prove its efficacy and safety in the
treatment of candidiasis, it is necessary to carry out clinical studies.

Key-words: Candida albicans; Dental biofilm; Guapira graciliflora Mart.
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