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RESUMO

Diante da crescente resisténcia microbiana, em virtude da utilizacédo incorreta e indiscriminada dos
antimicrobianos surge a necessidade de se pesquisar novos agentes antifingicos. Nesse sentido as
plantas se destacam por possuir tais substancias, tornando-se uma alternativa extremamente viavel.
Citrus aurantium L (laranja amarga) e Passiflora edulis (maracuja amarelo). Portanto, este estudo
avaliou a atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcoodlicos das folhas de P. edulis e C. aurantium
L. frente a Candida albicans (ATCC 18804), C. parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei (ATCC 34135),
C. tropicalis (ATCC 13803), C. guilliermondii (ATCC 6260). Os referidos extratos foram obtidos pelo
processo de maceracdo a frio. O screening microbioldgico foi realizado através da técnica de difusédo
em meio sélido, pelo método cavidade-placa, em diluices seriadas de 50%, 25%, 12,5% e 6,25%, a
partir do extrato bruto, sendo realizado em triplicata. Evidenciou-se que, nas condi¢cdes do ensaio, as
concentragdes testadas ndo apresentaram atividade antifingica.
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1 INTRODUCAO

Diante da crescente resisténcia microbiana, vista nos ultimos tempos,
oriunda da utilizacédo incorreta e indiscriminada dos microbianos usuais, torna-se
importante o estudo de novas alternativas antimicrobianas. Visto que esse
problema possui importantes implicagfes para a morbidade, mortalidade e saude
publica e que pacientes infectados por micro-organismos resistentes necessitam de
maior tempo de permanéncia nos hospitais e doses de antimicrobianos mais
potentes e mais caros, até mesmo mais toxicos, situacdo que aumenta o risco de
morte dos pacientes e os custos dos sistemas de saude (CASTRO et al., 2002),
portanto, tem-se a necessidade de descoberta de novos principios ativos que
possam ser utilizados como alternativa aos antimicrobianos atuais.

A pesquisa de extratos vegetais com acgao antimicrobiana se apresenta
como uma saida para o combate aos micro-organismos patogénicos, em razdo do
grande aumento de sua resisténcia a mudltiplas drogas, resultante do uso
indiscriminado de antimicrobianos, levando assim a procura dessas novas
alternativas terapéuticas. Por esses motivos, a descoberta de novas moléculas, de
fonte natural ou sintética, com atividade antimicrobiana tem sido foco de muitas
pesquisas. A diversidade de moléculas encontradas em plantas faz das mesmas
promissoras fontes de novos agentes antimicrobianos (SILVA et al., 2007; LEITAO
et al., 2006).

Citrus aurantium L, conhecida popularmente como laranja amarga. Seus
frutos, flores e folhas tém sido usados na medicina popular para o tratamento de
ansiedade, insdnia e como anticonvulsivante (PULTRINI et al.,2005; CARVALHO-
FREITAS e COSTA, 2002;).

A Passiflora edulis, conhecida como maracujd amarelo € uma espécie
bastante cultivada, tanto pelo fruto saboroso como pela beleza de suas flores
ornamentais. Na forma de infuso de folhas € usada pela populacdo para combater
ansiedade, insonia, epilepsia, febre, cefaléia, neuralgia, tosse, asma, diarréia e dor
abdominal (GARROS, 2006).

Considerando a resisténcia das leveduras pertencentes ao género Candida
frente aos antifingicos atualmente utilizados, pode-se inferir que a pesquisa de

busca de novos compostos antifingicos de origem vegetal mostra-se de relevante



importancia. E possivel observar o potencial antibiético que os produtos vegetais
possuem, e por consequéncia, a real possibilidade de aplicacdo destes produtos na
prevencéao e tratamento de doencas infecciosas de origem fangica.

Portanto o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifingica dos
extratos hidroalcoolico obtido das folhas de Citrus aurantium L. e Passiflora edulis

frente as espécies de candida relacionadas as candidiases oral e vulvovaginal.



2 REFERENCIAL TEORICO

A resisténcia de patdgenos humanos a mdultiplas drogas mostra a
necessidade em se buscar novas moléculas antimicrobianas a partir de fontes
naturais (LEITAO et al., 2006). Dessa maneira, a crescente demanda por novos
antimicrobianos tem levado a investigacdes fitoquimicas e farmacologicas de
plantas, guiadas por informacdes sobre o uso tradicional etnobotéanica (FILOCHE et
al., 2005).

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao
surgimento de micro-organismos resistentes e de infec¢cdes oportunistas fatais,
associadas a AIDS, quimioterapia antineoplasica e transplantes (PENNA et al.,
2001). Os autores Barbosa et al. (2007), Leitdo et al. (2006), Lima et al. (2006),
Michelin et al. (2005) e Meng et al. (2000), acrescentaram que, 0 estudo de agentes
antimicrobianos tem grande abrangéncia, sendo ponto crucial em varios setores do
campo farmacéutico e cosmeético. Enfatizando que, outro ponto a ser ressaltado € a
utilizacdo desse estudo como primeiro screening na descoberta da atividade
farmacoldégica de novos agentes, sendo de extrema importancia, principalmente em
um pais como o Brasil que oferece uma imensa biodiversidade. Portanto, desta
forma, tais pesquisas podem contribuir significativamente no desenvolvimento do
campo da saude em nivel mundial, encontrando substancias mais eficazes e menos
toxicas na corrida contra a resisténcia e o0 surgimento de micro-organismos
patogénicos.

Candidiase vulvovaginal (CVV) € uma infeccao causada pelas varias espécies
de Candida, fungos comensais das mucosas vaginal e digestiva, que podem tornar-
se patogénicos, sob determinadas condicdes que alteram o ambiente vaginal
(FIDEL,2002). A CVV é um dos diagnésticos mais frequentes em ginecologia (DAN,
2002; CORRIGAN, 1998;) sendo o tipo mais comum de vaginite aguda nos paises
tropicais. A incidéncia de CVV varia, indo de aproximadamente 25% na populacao
feminina em geral a 42% entre mulheres adolescentes (RYLANDER, 2004
CORRIGAN, 1998). Em um estudo comparativo, foi observada uma incidéncia de
35,5% para as mulheres sintomaticas e de 15% para as assintomaticas de um grupo
controle. Estudos apontam que 20 a 25% das mulheres adultas apresentam

colonizagdo assintomatica e 75% delas, em algum momento, apresentam algum
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episédio de infeccdo clinica em suas vidas (DAN, 2003; MARDH,2002; HAEFNER,
1999).

Candida albicans ¢ um fungo comumente encontrado na cavidade oral,
podendo estar presente na flora microbiana normal dos seres humanos, sendo a
espécie oportunista mais frequentemente envolvida em infec¢cdes (MATTOS et al.,
2009). E a espécie mais prevalente e de maior patogenicidade entre as cepas
envolvidas com o desenvolvimento da candidiase bucal (AKPAN, MORGAN, 2002).
As cepas C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e C. guilliermondii também fazem
parte do curso da doenca e, junto a C. albicans, chegam a representar mais de 80%
dos isolados clinicos (ANDRADE, 2006; AKPAN, MORGAN, 2002; CORREA,;
NIKAWA, NISHIMURA, HAMADA et al., 1999).

Candida albicans seguida por C. tropicalis e outras espécies menos
patogénicas como a C. krusei e C. parapsilosis, tém adquirido importancia crescente
no ramo da pesquisa (YANG, 2003). C. albicans possui a capacidade de aderir a
superficies e formar biofilmes (SILVA et al., 2008). Fatores de viruléncia s&o
observados, tais como adesinas da parede celular, comutac&o fenotipica, formacao
de hifas e secrecdo de enzimas hidroliticas, como as fosfolipases e enzimas
proteoliticas (BRAGA-SILVA et al., 2009). Estas Candidas podem estar relacionadas
com alguns fatores locais e sistémicos que podem predispor a ocorréncia da
candidiase bucal, como imunocomprometimento, especialmente AIDS, alteracoes
hormonais, uso de aparelhos ortodonticos, ma-higiene de proteses dentarias e
pacientes sob terapia antibidtica prolongada, Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA) (NONOKA et al,2007; PATEL et al, 2008; RODRIGUES,2007).

Entretanto as infec¢cdes por candida podem ocorrer especialmente em
pessoas imunocomprometidas causando infeccdo da membrana mucosa superficial,
ou evoluir para um quadro de doenca sistémica. E importante analisar o processo
dindmico de formacgédo e desenvolvimento de biofilmes causados por candida para
uma melhor compreensédo da patogenicidade e tratamento das doencas causadas
por este fungo, devido a sua grande importancia médica (SILVA et al., 2008).

A extensa biodiversidade da flora brasileira resulta em um nimero inestiméavel
de espécies vegetais, as quais sdo utilizadas popularmente no tratamento de
doencas (FENNER, BETTI, MENTZ et al., 2006). Por se tratar de um pais de carater
tropical, as plantas produzem de trés a quatro vezes mais constituintes quimicos

ativos quando comparadas as plantas de areas onde o clima é temperado. Dessa
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forma, as espécies vegetais brasileiras adquirem relevancia na busca de produtos
naturais com potencial atividade bioldgica, capazes de serem empregadas
clinicamente para o tratamento de enfermidades.

A familia Passifloraceae abrange mais de 650 espécies, destas cerca de 50
a 60 produzem frutos que podem ser consumidos in natura, sendo o género
Passiflora 0 de maior expressividade (DONADIO et al, 2002). Existem algumas
estimativas relatando que as espécies Passiflora edulis f. Flavicarpa Degener e
Passiflora edulis Sims ocupam cerca de 90 % da é&rea total cultivada de maracuja em
todo mundo.

Para o maracuja, ao contrario do que se diz na cultura popular, ndo € o suco
gue provoca sonoléncia e tranquilidade nas pessoas, e sim as folhas que contém
flavonoides e alcalbides, sendo a maracujina o alcaléide conhecido do maracuja. A
base de extrato padronizado de maracujd vem sendo indicado no tratamento de
insbnia, irritacdo, agitacdo e impaciéncia nervosa, sintomas comuns da vida
moderna, cujo cotidiano € normalmente repleto de situacBes criticas: excesso de
atividade, problemas financeiros, falta de descanso e lazer, problemas de
relacionamento, entre outros (LARZELERE, 2002).

O maracujd é fruto de numerosas espécies da familia Passifloraceae,
originaria das regides tropicais e subtropicais do continente americano. A mais
comum delas é a Passiflora edulis, conhecida como maracuja amarelo. Esta espécie
€ bastante cultivada, tanto pelo fruto saboroso como pela beleza de suas flores
ornamentais. Na forma de infuso de folhas € usada pela populagdo para combater
ansiedade, insbnia, epilepsia, febre, cefaleia, neuralgia, tosse, asma, diarreia e dor
abdominal. Outra forma de aplicac&o clinica da Passiflora edulis € seu preparo como
cataplasma e logcao, usado para tratar infeccdes e inflamacdes cutaneas (GARROS,
2006).

Citrus aurantium L., comumente conhecida como laranja-azeda, pertence a
Familia das Rutaceas. E uma arvore, com copa densa e esférica, de pequeno a
médio porte, atingindo de 6 a 10 metros de altura, contem vitaminas (vitamina C),
minerais (potassio) e fibras. E usada na medicina popular brasileira e em outros
paises para tratar ansiedade, insénia e como anticonvulsivante, sugerindo uma agao
depressiva sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), dentre outras propriedades (YU
et al, 2005; CARVALHO-FREITAS, 2002). Além de serem ricas em vitamina C (acido

ascorbico) as frutas citricas também contém outros compostos bioativos que incluem
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flavondides, cumarinas, e terpendides (OTHA; HIROSE, 1966) com propriedades
potenciais de promocao a saude (YU et al, 2005).

A maioria dos antifungicos clinicamente utilizados tem varios inconvenientes
em termos de toxicidade, eficacia e custo, e sua utilizacdo frequentemente leva ao
aparecimento de espécies resistentes. Assim, existe uma grande demanda por
novos antifungicos de diferentes classes estruturais, agindo seletivamente sobre
novas metas, com menos efeitos colaterais (MENEZES et al, 2009; ABAD, 2007;).
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3 REFERENCIAL METODOLOGICO

3.1 Caracterizacao das amostras

Foram analisadas as folhas da laranja (Citrus aurantium L.) e do maracuja
(Passiflora edulis), na forma de extrato hidroalcodlico em cinco espécies de Candida
causadoras de vulvovaginites e candidiase oral: C. albicans, C. parapsilosis, C.
krusei, C. guilliermondii e C. tropicalis.

As amostras vegetais foram coletadas na microrregido de Pocinhos e
Campina Grande, a partir de plantas adultas selecionadas, respeitando-se a época e
o horério ideal de coleta. Em seguida, as partes foram discriminadas e
acondicionadas, separadamente, em sacos de papel tipo Kraft e transportadas para
0s Laboratorios de Botéanica e Farmacognosia da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB), campus I.

3.2 Obtencéo dos Extratos Vegetais

O extrato foi obtido no laboratério de Farmacognosia da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), campus |I.

O preparo dos extratos hidroalcoolicos das referidas plantas seguiu
orientacdo do processo da Farmacopéia Brasileira (SILVA, 1929), adaptado por
YOUNES et al. (2000), onde a secagem do material vegetal foi inicialmente realizada
a temperatura ambiente e completada em estufa a 50°C até obter-se um teor padréo
de umidade de 20%. As folhas das plantas foram colocadas em contato com solucéo
hidroalcodlica (alcool etilico 70%) durante uma semana, utilizando-se o método de

percolagcao para realizagcéo da extracao.

3.3 Atividade Antimicrobiana

3.3.1 Cepas Microbianas

Para avaliacdo da atividade antifingica dos extratos, foram utilizadas cepas
padrdo American Type Culture Collection (ATCC) de Candida albicans (18804), C.
parapsilosis (22019), C. krusei (34135), C. tropicalis (13803), C. guilliermondii
(6260), as quais foram disponibilizadas pela Fundagcdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ —
RJ). As cepas liofilizadas foram reativadas, em camara asséptica, seguindo as

recomendacdes da referida Fundacgao.
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3.3.2 Preparacao da Suspensao Microbiana

O inoculo de leveduras foi adaptado e padronizado segundo a CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute), através de cultivo de 24 h em placas de agar
Sabouraud, onde uma algada das leveduras, de colonias isoladas, foi suspensa em
solucdo salina disposta em tubos de ensaio, até a obtencdo de turvacdo igual a

escala 0,5 de Mc Farland, que equivale a aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL.

3.3.3 Determinagcdo da atividade antimicrobiana do extrato vegetal e da
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

O meio de cultura foi distribuido uniformemente nas placas, sendo estas
dispostas em superficie niveladas para assegurar que a camada de meio tenha
profundidade uniforme, em média 60 mL, e cada placa, do meio de cultura Agar
Sabourand Dextrose. Apés a solidificacao, as placas foram devidamente tampadas.
O in6culo padronizado foi entdo disposto nas placas com o auxilio de um “swab”
estéril, retirando o excesso de liquido comprimindo a ponta do “swab” nas paredes
do tubo de ensaio, espalhando o conteudo do “swab” sobre o meio de cultura sélido
distribuido na placa de Petri.

A partir do extrato bruto (100%), foram realizadas diluicdes seriadas de 50 %
(12:2 pg.mL-1), 25 % (1:4 pg.mL-1) 12,5 % (1:8 pg.mL-1) e, 6,25 % (1:16 pg.mL-1).
As diluicdes foram obtidas tranferindo-se 5 mL da forma obtida bruta para 5 mL de
solugédo salina 0,85% estéril em tubo, obtendo-se a diluicdo de 1:2 pg.mL-1 ou 50%,
em seguida realizou-se 0 mesmo procedimento a partir da diluicdo 1:2 ug.mL-1 para
o tubo subsequente, repetiu-se este procedimento quatro vezes até obter a diluicdo
de 1:16 pg.mL-1 ou 6,25%. Apos a inoculagdo do micro-organismo e realizacédo dos
pocos, foram distribuidos 50 pL dos extratos das plantas nas concentracfes
referidas (100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%).

Procedeu-se entdo a formag&o dos pogos com ponteiras de 50pL onde foram
adicionados 50uL do extrato das referidas plantas, assim como o controle negativo,
correspondente a solucéo hidroalcoolica na mesma concentracdo do extrato testado.
Como controle positivo foi utilizado a nistatina em disco. As placas foram incubadas
em estufa bacteriologica a 37 °C, durante um periodo de 24-48 horas. O ensaio foi
realizado em triplicata.

Apoés o periodo de incubacédo a leitura dos testes foi realizada medindo em

milimetro o didmetro dos halos de inibicdo ao redor do po¢o com o auxilio de um
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haldmetro. O resultado final determinado pela média aritmética dos halos de inibig&o.
Onde se considera como possuidora de atividade antimicrobiana, aquela
concentracdo da substancia que quando aplicado sobre o meio de cultura contendo
a suspensdo do micro-organismo, ocasiona um halo de inibicdo do crescimento,
caracterizado por uma zona de clareamento, igual ou superior a 10 mm de diametro
(Silva et al., 2003).
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4 DADOS E ANALISE DA PESQUISA

Apos a andlise microbiolégica dos estratos hidroalcoolicos de Passiflora edulis
e Citrus aurantium L. nas condicbes do ensaio, constatou-se que nado houve
atividade antifingica, em qualquer concentracdo analisada, uma vez que néo foram
observados halos de inibicdo frente as referidas cepas estudadas.

No estudo realizado com Passiflora edulis e Citrus aurantium L. ndo houve
atividade antifungica. Este estudo foi reforcado por Aresi (2011) com 22 extratos,
entre eles cinco eram do género Passiflora, mostrando que todos os extratos
testados nado tiveram nenhuma atividade sobre Candida albicans. Galvéo et al
(2010) observaram pouco efeito inibitdrio antifungico sobre Candida albincas quando
testados com extratos aquosos de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa. Em estudo
realizado por Cavalcanti (2012) com Oleo essencial da fruta de Citrus aurantium
mostrou que houve atividade antifingica contra C. albicans, C. krusei e C. tropicalis.
Resultado analogo obtido com o extrato testado da folha de Citrus aurantium, fato
que pode ser explicado pelo extrato utilizado.

A literatura mostra que a atividade antifingica esta relacionada aos tipos de
compostos fenodlicos presentes em uma ampla variedade de vegetais, como o do
género Citrus (EJECHI, 1999; VELIOGLU, 1998; VINSON 1998). Os compostos
fenolicos possuem comprovada acdo antifungica e esta pode ocorrer, entre outros
mecanismos, pela inativacdo de sistemas enzimaticos do micro-organismo
envolvidos na producdo de energia e na sintese de componentes estruturais
(PORTE, 2001). A atividade antioxidante dos extratos vegetais sobre a atividade da
peroxidase pode indicar seu potencial de inibicdo do desenvolvimento fungico
(OLIVEIRA, 2007).

Diversos fatores como local de cultivo, pH do solo, solvente utilizado e
caracteristicas das cepas testadas, podem ter contribuido para o resultado do
experimento. Essas conclusbes sao reforcadas por Cechinel-Filho (1998) ao
observar que a biossintese dos metabdlitos secundarios, também pode ser
influenciada pelo periodo de coleta da planta, idade e érgéo vegetal, e polaridade do
solvente (MACHADO; FELISMINO; CHAVES, 2012). Esses fatores promovem
diferencas de concentracdes e proporcionalidade entre cada constituinte quimico,
podendo assim influenciar na elevacdo ou diminuicdo da producdo dos principios

ativos dos vegetais.
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Desta forma, a composicdo do solo, local de onde a planta retira os
componentes essenciais, € de fundamental importancia, os micro e macro nutrientes
devem estar presentes em quantidade e proporcao ideal, do contrario, ndo sera
atingida a produtividade esperada e a producdo de nutrientes e componentes
funcionais sera limitada pelo elemento que esta presente em quantidade
proporcionalmente menor (NUTRICAO, 2013).

A eficiéncia medicinal de um extrato vegetal ndo depende apenas de um
unico componente bioativo, mas do efeito sinergistico entre um composto principal e
outros compostos secundarios. Dessa forma, para se obter um extrato com
excelente atividade biolégica, deve-se levar em consideracdo o tipo de solvente
utilizado e o procedimento de extracdo empregado (VINATORU et al., 1997). Outro
aspecto, de acordo com CechinelFilho; Yunes (2001), é a instabilidade de
substancias ativas, que podem se degradar durante o processo de isolamento e se
transformar em substancias inativas.

Considerando a biodiversidade e o potencial das plantas no desenvolvimento
de produtos terapéuticos, muitos estudos ainda se fazem necessarios. Agra et al.
(2008) observaram que 483 espécies de plantas com propriedades ativas séo
utilizadas na regido Nordeste. Apesar do nimero expressivo de plantas medicinais
em uso, para a maioria delas, ainda ndo foram desenvolvidos estudos cientificos
sobre 0s seus constituintes ativos. Do mesmo modo o0s estudos sobre a
comprovacéo cientifica da eficacia de plantas medicinais para problemas bucais e

vulvovaginais ainda sao escassos.
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5 CONCLUSAO

O extrato das folhas da Passiflora edulis e Citrus aurantium L. se mostraram
ineficazes frente aos micro-organismos testados.

InUmeros fatores relacionados ao ambiente de cultivo, coleta,
armazenamento, de forma isolada ou em conjunto, para a auséncia de atividade
antifangica.

Sugere-se a realizacdo de novos ensaios utilizando solventes com
polaridades crescentes, andlises microbiolégicas com outras cepas microbianas e
avaliar o potencial sinérgico, com o intuito de se buscar novas alternativas

antimicrobianas.
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EVALUATION OF THE ACTIVITY OF ANTIFUNGAL HYDROALCOHOLIC EXTRACTS Citrus aurantium
L. AND Passiflora edulis ON CANDIDA SPECIES RELATED TO ORAL AND VULVOVAGINAL
CANDIDIASIS.

TEIXEIRA, Agélise Porto*
VIEIRA, Karlete Vania Mendes?

ABSTRACT

Given the increasing microbial resistance due to indiscriminate and misuse of antimicrobials arises the
need to search for new antimicrobial agents. Accordingly plants are distinguished by possessing such
substances, making it extremely viable alternative. Citrus aurantium L (bitter orange) and Passiflora
edulis (passion fruit). Therefore, this study evaluated the antimicrobial activity of hydroalcoholic
extracts of P. edulis and C. aurantium front of Candida albicans (ATCC 18804), C. parapsilosis (ATCC
22019), C. krusei (ATCC 34135), C. tropicalis (ATCC 13803), C. guilhermondii (ATCC 6260). The
extract of the leaves was obtained by the process of cold maceration. The microbiological screening
was performed through technique of diffusion in solid media, cavity-plate method, serial dilutions in
50%, 25%, 12.5% and 6, 25% from the crude extract being performed in triplicate. Showed that under
the conditions of the test, the concentrations tested did not show antifungal activity.

Keywords: Bitter orange. Passion fruit. Antifungal activity.
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