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RESUMO

O género Candida € constituido por patégenos oportunistas que vivem comumente na
microbiota normal do homem e animal. Alguns fatores podem contribuir a ruptura dessa
relacdo de simbiose, havendo um aumento na multiplicagao e invasao dos tecidos causando
infeccdo no hospedeiro, devido a alteracdes imunoldgicas, quimicas, € mecanicas que se
processem. O surgimento e a disseminacdo de microrganismos resistentes a drogas
antifingicas disponiveis no mercado, impulsiona a pesquisa por novas fontes de
substancias com atividades antimicrobianas que se facam eficazes. A andlise de produtos
naturais € essencial para a descoberta de novos alvos para a elaboracdo de agentes
antimicrobianos. Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifiingica do extrato
de Hibiscus rosa-sinensis L., Mimosa tenuiflora e Anacardium occidentale sobre leveduras
do género Candida incluindo C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. famata, C.
metapsilosis e C. orthopsilosis. Os testes foram realizados em de cepas padrdes obtidas
através de doagdo da Fundagdao Oswaldo Cruz (Fiocruz), através de indculos, a partir de
culturas recentes dos microrganismos. Através do macerado hidroalcodlico das plantas
obteve-se o extrato bruto que foram testado nas culturas. O extrato de Mimosa tenuiflora
demonstrou melhor efeito inibitorio frente a cepa C. famata, e Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) na diluicio de 25%, enquanto o extrato de Anacardium occidentale
apresentou o menor valor de CIM frente a cepa C. albicans na diluicao de 12,5%.
Entretanto, o extrato de Hibiscus rosa-sinensis L. apresentou inatividade antiftingica contra
todas as leveduras testadas. Indica-se, as plantas com potencial antifungico, para
posteriores estudos que indetifiquem a(s) fracdo(des) ativa(s), para obten¢do de formas
farmaceéuticas naturais vidveis contra as referidas espécies de Candida estudadas.

Palavras-chave: Extratos naturais, Agentes antifungicos, Hibiscus rosa-sinensis L, Mimosa
tenuiflora, Anacardium occidentale.



ABSTRACT

The genus Candida is composed of opportunistic pathogens that live in the normal
microbiota of humans and animals. Some factors may contribute to the rupture of the
symbiosis relationship; this can lead to an increase in multiplication and invasion of the
tissue causing infection in the host, thanks to immunological, chemical, and mechanical
changes. The emergence and spread of microorganisms resistant to antifungal drugs, which
are available on the market stimulates researches for new sources of substances that present
efficient antimicrobial activities. Analysis of natural substances is essential for the
discovery of new methods for the development of antimicrobial agents. This study aims to
evaluate the antifungal activity of the extract of Hibiscus rosa-sinensis Linn, Mimosa
tenuiflora, and Anacardium occidentale on yeasts of the genus Candida including C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. famata, C. metapsilosis, and C. orthopsilosis.
The Foundation known in Brazil as the Oswaldo Cruz Foundation (in Brazilian acronym:
Fiocruz) had donated standard stains used in the test which were developed by inoculum
from recent cultures of the microorganisms. Through the hydroalcoholic macerate of the
plants, the crude extract was obtained which was tested in the cultures. The research of
extracts of Mimosa tenuiflora and Anacardium occidentale presented to be active against
the tested species. The extract of Mimosa tenuiflora presented a better inhibitory effect
against the C. famata strain, and Minimal Inhibitory Concentration (MIC) at the dilution of
25%, while the extract of Anacardium occidentale presented the lowest value of MIC
against C. albicans strain at the dilution of 12.5. It is indicated the plants with antifungal
potential, for further studies that it may identifies one or more active fractions to obtain
viable natural pharmaceutical forms against the mentioned Candida species.

Keywords: Natural extracts, antifungal activity, Hibiscus rosa-sinensis L, Mimosa
tenuiflora, Anacardium occidentale.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - — Desenvolvimento de halo de 19 mm da espécie de Candida famata

frente ao extrato de Anacardium occidentale (100%)

Figura 2 — Determinacao de resisténcia por falta de desenvolvimento de halo

das espécies de Candida testadas frente ao extrato de Hibiscus rosa-

STILCIISE ...ttt eeaeaen



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Registro dos tamanhos de halos formados pelas espécies ensaiadas

de acordo com as concentracées inibitérias minimas frente ao extrato

hidroalcoélico de Anacardium occidentale e ao fluconazol ..................ccocooooevvevevvevnen.n.

Tabela 2 — Registro dos tamanhos de halos formados pelas espécies ensaiadas

de acordo com as concentracées inibitorias minimas frente ao extrato

hidroalcooélico de e Mimosa tenuiflora ao fluconazol



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC American Type Culture Collection

CCTA Centro de Ciéncia e Tecnologia Agroalimentar
CIM Concentragdo Inibitéria Minima

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
CVT Centro Vocacional Tecnolégico

FIOCRUZ  Fundagdo Oswaldo Cruz
UCl Unidade de Cuidados Intencivos



SUMARIO

RESUMO

TINTRODUGAO ......oooooooooooooooeeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 10
2OBIETIVOS ..ot 12
2.1 ODbJEtivo Geral .............co.oooviiiii e 12
2.2 ODjetivos SPeCITICOS ............coocoooiiiiiii s 12
3 FUNDAMENTACAO TEORICA ........oooooooooooeeeeeeeeeeececeeeeeeeeee oo eeeeeeseesee 13
3.1 InfecgOes fuNGICAS ... 13
B2, CaNAIAA SPP ... 13
3.2.1 Fatores de viruléncia e patogenicidade......................ccccoooooirirriiieinine. 15
3.2.2 Identificacio € dia@noOStiCo ...............c.cocoooiiiiiiiiieie e 17
3.2.3 Resisténcia microbiolOgica......................cocoocovoioiiiieiee e, 18
32,4 TrataQmIENO .. ...t 19
3.3 Tratamento com fitoterapicos .................ccccocoviviriiiiiciieiee e 20
3.4 Aspectos gerais do HiDiSCUS ... 21
35 MimoSa teNUIfIOTA ... 22
3.6 Anacardium occidentale...............................cccoooviiinineiiineieeneeeseees s 23
4 MATERIAIS E METODOS .......c...cooociioiionieseesisseesessessessessesssesseseese 24
4.1 CePas FUNBICAS ...........coooiiii s 24
4.2 ESPECIES VEGELALS ..o 25
4.3 Obtencao do extrato hidroalcodlico de Anacardium occidentale e

MimoSa LeNUISIOTA .......................cocooooviiiiiie s 25
4.4 Obtencao do extrato hidroalcodlico do hibiscus................c..cccocoovivieiiinicinicnn. 25
4.5 Testes de suceptibilidade antifiingica ... 25
4.5.1 Teste de difusao em diSCO................coooviiiiiiiii e 26
5. RESULTADOS E DISCUSSOES..............oooooomoooooooooeoeoeoeeeeeececeeeeeeeeeeeeseeee e 28
5.1 determinacao da atividade antifungica dos extratos hidroalcodélicos............. 28
6. CONCLUSAOQ.......ccoooovvriirioiiritcessies s 33

REFERENCIAS ..o 34



10

1 INTRODUCAO

As leveduras do género candida spp. fazem parte da microbiota normal da pele,
boca, trato gastrintestinal e trato geniturindrio. Porém, estes micro-organismos comensais
tornam-se patogénicos caso ocorram alteracdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro,
podendo causar doenca no homem por invasao tecidular, por indu¢do de estados de
hipersensibilidade ou por producio de toxinas. Candida ssp sdo unicelulares e apresentam
mecanismo de reproducio assexuada e podem apresentar diferentes morfologias. (SIMOES
et al., 2013; PEIXOTO et al., 20014).

A principal espécie do género Candida de interesse clinico é C. albicans, porém,
tem se descrito aumento progressivo de casos de doencas superficiais e invasivas
envolvendo isolamentos de C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C.
guilliermondii, C. lusitanae e C. dubliniensis, entre outras. (LUTZ, et al., 2013).

Estas leveduras podem invadir tecidos profundos, como o sangue, provocando
candidiase sist€mica, porem costumam infectar a pele e as membranas mucosas, como as
que revestem a boca e a vagina (SANTANA, et al., 2013). Essa infec¢do € mais frequente
e se agrava em pessoas imunodeprimidas, como portadores do virus HIV e pacientes
tratados com quimioterapia, além dos que permanecem longos periodos em unidades de
terapia intensiva (SIQUEIRA, et al., 2014).

O tratamento da Candida tornou-se um desafio, devido a natureza eucariética das
células fungicas, que sdo similares as células hospedeiras, além da ocorréncia de fatores de
viruléncia que favorecem a resisténcia de algumas cepas aos antifungicos convencionais,
principalmente em individuos imunodeprimidos (MENEZES et al., 2009; ENDO et al.,
2010).Nesse cendrio, com a emergente resisténcia a multiplas drogas contra as candidiases
e o pequeno numero de classes antifingicas disponiveis no mercado, torna-se necessdria a
descoberta de novos agentes terapéuticos oriundos de outras fontes, como as plantas
medicinais. Essa pesquisa tem como objetivo avaliar a atividade antifingica de extratos
frente as cepas de Candida de interesse médico.

Sabe-se que o agente causador das candidiases e candidemias encontram-se
comensalmente na microbiota dos seres humanos e animais, no entanto por vezes ¢ capaz
de colonizar a pele humana, disseminando-se por via hematogénica, podendo comprometer

diferentes 6rgdos e que comumente, a intervencao terapéutica fundamenta-se no uso
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prolongado do mesmo antifliingico de maneira empirica, nem sempre sendo efetivos além
de apresentarem toxicidade, podem também causar recorréncia ou resisténcia. H4d uma
busca continua de novos farmacos antifingicos mais potentes € mais seguros que O0s
disponiveis, dentre esses as plantas medicinais apresenta grande potencial farmacoldgico
devidas as inimeras atividades bioldgicas ja comprovadas podendo assim auxiliar no

tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antiftingica de extratos hidroalcdlicos de plantas tipicas do

semidrido em cepas de Candida.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar in vitro a atividade antiftiingica de Anacardium occidentale, Mimosa tenuiflora e

do Hibiscus rosa-sinensis L, sobre cepas padroes de Candida;

e Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos testados que

apresentarem atividade antiftingica;

e Realizar um screening para servir como guia na selecao de plantas com atividade

antifingica.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Infecgoes fungicas

A ocorréncia de infecgdes fungicas humanas vem, ao longo dos udltimos anos,
apresentando um crescimento significativo. As principais infec¢des responsaveis por esse
aumento sdo as dermatomicoses. Esse aumento esté relacionado a diversos fatores, como: o
uso de medicamentos imunossupressores (empregados por vezes de forma excessiva,
concedendo a instalacdo de microorganismos convencionalmente saproéfitos), o aumento da
sobrevida de pacientes com doencas imunossupressoras € o melhor diagndstico laboratorial
e clinico (FENNER, 2006).

Os principais agentes dessas infeccoes podem ser fungos patdgenos
(Epidermophyton spp., Microsporum sp, Trichophyton sp, Paracoccidioides sp e
Histoplasma sp) ou fungos patdégenos oportunistas (Candida albicans, Cryptococcus
neoformans), que por sua vez tem se tornado um grande problema clinico nas ultimas
décadas (MORSCHHAUSER, 2010).

Quanto ao tratamento, hd uma busca continua de novos principios ativos
antifingicos mais eficientes e seguros que os convencionais, pois os existentes nao sao
sempre efetivos, dado que apresentarem importante toxicidade, além de causarem
recorréncia ou resisténcia ( FENNER, 2006)

A partir de 1970 a incidéncia e frequéncia dessas infec¢des vém aumentando, tendo
a Candida como uma das principais causas de infeccOes nosocomiais sist€émicas,
ocasionando alta mortalidade e problemas s6cio-econdmicos em fun¢do do maior tempo de
hospitalizagdo, com consequente aumento dos custos com o tratamento do paciente.

(VIDIGAL; SVIDZINSKI, 2009).

3.2 Candida spp

O género Candida apresenta-se na forma de levedura, esses representantes de
acordo com sua classificagdo taxonomica pertencem ao Reino Fungi, divisio Eumycota,
filo Ascomycota, classe Deuteromycetes, ordem Cryptococcales e fazem parte da familia

Cryptococcacea (KURTZMAN; FELL, 1998; LACAZ et al., 2002).



14

Candida sao comumente saprofiticas, unicelulares, pleomorficas,aproximadamente
150 espécies, dentre elas 20 descritas como agentes etioldgicos dos casos de candidiases
(LACAZ et al.,2002; SUGITA et al., 2004). Apenas 10% tem sua patogenicidade aos seres
humanos reconhecida, dentre elas pode-se destacar C. albicans, C. parapsilosis e C.
tropicalis (ALMEIDA, 2013). A Candida albicans, é a levedura que mais comumente causa
infecgdes flingicas (PIETRELLA et al., 2011). Mesmo com poucas publicacdes recentes no
Brasil, trabalhos mais antigos ja relatavam a C. parapsilosis como a segunda espécie ndo-
albicans de Candida mais frequentemente isolada a partir de amostras clinicas, atrds apenas da
C. tropicalis. Contudo, t€ém sido descrito um numero progressivo de casos de doengas
invasivas e superficiais relacionadas e espécies envolvendo isolamentos de Candida fumata.
(CASTRO, 2006).

C. tropicalis é particularmente virulento em hospedeiros, ficando em segundo lugar
entre os ndo albicans Candida espécies. Tendem a causar fungemia em pacientes com cancer,
neutropenia, malignidade ou transplante de medula dssea. As caracteristicas clinicas dos
pacientes com candidemia causada por C. fropicalis sdao mal definidas e geralmente
tendenciosas pela selecdo desses grupos especificos (MUNOZ, et al., 2011; JIANG, et al.,
2012).

Comensal da pele humana e unhas, C. parapsilosis representa-se como uma ameaca
para os doentes hospitalizados em Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), que necessitam de
dispositivos médicos e intervencdes constantes dos profissionais de satide. Trata-se de um dos
fungos mais frequentemente isolados de manipuladores m, sendo um dos principais vectores de
aquisicdo exdgena de C. parapsilosis (BONASSOLI et al., 2005; TROFA et al., 2008).

Em 1980, documentou-se uma alta incidéncia de C. parapsilosis como agente
etiologico das infecgdes hospitalares, excedendo as taxas de C. albicans, em uma
instituicdo no Texas, dando inicio a uma investigacdo para ver a possibilidade de um surto
de uma tnica fonte, onde foram obtidos os perfis isoenziméticos dos isolados de C.
parapsilosis. Os resultados mostraram que havia trés grupos geneticamente distintos de C.
parapsilosis entre os isolados clinicos, e ndo um como se esperava inicialmente, com
diferencgas suficientes que os levaram a separagdo em trés grupos C. parapsilosis sensu
stricto, Candida orthopsilosis, e Candida metapsilosis que sdo, até o momento,
fenotipicamente indistinguiveis (LIN et al., 1995; TAVANTI et al., 2005).

Na Candidose intertriginosa observam-se lesdes eritematosas, com superficie imida e
secretante, levando ao aparecimento de fissuras. A lesdo principal é geralmente cercada por

lesoes satélites (lesdes menores). Ocorrem caracteristicamente em dobras cutaneas
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(axilas, regides submamarias, inguino-crurais e interdigitais). Podendo haver prurido local
( MINELLI; NEME; PRADO, 2003).

Candidiase vulvovaginal (VVC) caracteriza-se por uma infec¢do da mucosa genital
por leveduras Candida, que comprometem principalmente a vulva e a vagina. Ocorrem
endogenamente devido predisponentes fatores que favorecem a multiplicacdo. Sdo comuns
alguns sinais e sintomas, como coceira, queimando, rachaduras, eritema e edema vulvar,
leucorreia e a presenca de placas esbranquicadas na mucosa vaginal. A Candidiase VVC ¢é
uma das causas mais comuns de infeccdo genital em mulheres em idade reprodutiva. Sua
incidéncia exata € desconhecida, embora represente um problema de importancia global
em saude publica (BRANDOLT et al, 2017).

A candidiase bucal atinge principalmente pacientes com quadros de
imunodepressdo. Apresenta formas clinicas como pseudomembranosa conhecida como
“sapinho”, caracterizado por placas brancas na cavidade bucal. Outra forma clinica é a
quelite angular que manifesta um edema discreto ou fissura, caracterizado como um
processo inflamatério no angulo do 1dbio (FORNARI et al, 2013).

Dentre as vdérias apresentagdes clinicas, esse fungo pode causar desde um
comprometimento limitado ao tecido mucocutdneo a infecgdes invasivas extremamente
graves. A candidiase sist€émica afeta principalmente pacientes submetidos a drogas
imunossupressoras e procedimentos invasivos, com altos indices de mortalidade

(AIKAWAA et al, 2015).

3.2.1 Fatores de viruléncia e patogenicidade

Esse microrganismo provoca lesdes celulares devido a a¢do no rompimento de
barreiras de tecido conjuntivo. Sua viruléncia estd relacionada com sua capacidade de
adesdo e secre¢do de diversas enzimas, que hidrolisam as proteinas do hospedeiro e
contribuem para esse rompimento. Tem como principais fatores de viruléncia a producdo
de enzimas extracelulares tais como: proteinase e fosfolipase, o fendmedo da aderéncia
(adesinas), além da capacidade de formacdo de pseudo-hifas, variabilidade fenotipica e
producdo de toxinas. J4 a sua patogenicidade estd relacionada a transformacdo de um
morfotipo a outro, no caso, levedura a hifas. Tais mudangas fenotipicas permitem uma

rapida adaptacdo a alteragdes em seu microambiente facilitando a sobrevivéncia, a invasao
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de tecidos e o escape do sistema imunoldgico, contribuindo assim para a viruléncia.
(FORNARI, 2013).

A presenca de receptores especificos na membrana citoplasmdtica sdo necessarios
para a fixacdo e penetracdo intracelular do fungo. Fatores como a formacdo do tubo
germinativo, disponibilidade de carboidratos, pH, temperatura, producdo de fosfolipases,
de proteases e de outras enzimas extracelulares, influenciam a adesdo as superficies
celulares do hospedeiro. O mecanismo de aderéncia envolve glicoproteinas, proteinas do
tipo lectinas que apresentam a capacidade de identificar vérios tipos de agucares e
receptores para a fragcdo C3b do sistema complemento. Por parte do hospedeiro, receptores
celulares favorecem a colonizacdo da matriz extracelular para as adesinas de Candida
como: fibrina, fibronectina e laminina ( SANTANA et al., 2013).

Enzimas fosfolipases estdo presentes na superficie da levedura propiciando a lesao

tecidual por danificacdo dos constituintes lipidicos da membrana celular do hospedeiro.
Essas enzimas sdo capazes de degradar fosfolipidios, sendo este 0 maior componente da
membrana bioldgica, podendo ser encontrado em animais, plantas e bactérias. Os isolados
que possuem altas quantidades de fosfolipases apresentam uma maior capacidade de
aderéncia e invasdo (HARTMANN et al., 2016).
Os genes denominados Secreted aspartyl proteinases (Saps) sao responsaveis pela secre¢ao
de proteinases, facilitando a invasdo e colonizacdo de tecidos dos hospedeiros pela ruptura
das mucosas e degradando importantes proteinas de defesa imunoldgica e estrutural. Ja
foram identificados dez genes Saps em C. albicans, quatro em C. tropicalis, trés em C.
Parapsilosis e nenhum em C. glabrata e em outras espécies. (BRANCO, 2012).

O fendmeno de switching expressa a variabilidade fenotipica das candidas, além
disso pode ser caracterizada pela alta frequéncia, reversibilidade e por demonstrar
diferencas nas propriedades de superficie celular e nos aspectos morfolégicos das colonias
fingicas, levando a alteracdo na aderéncia as células epiteliais, na suscetibilidade
antifingica e na atividade fungicida de neutréfilos. Suas colonias mudam de aparéncia
assumindo diferentes formas, incluindo forma lisa, dspera, forma de estrela, pontiaguda,
enrugada e distorcida. A mudanca fenotipica € uma parte muito importante da
adaptabilidade do patégeno para a mudanca de ambiente durante a invasdao do organismo
humano, tendo a capacidade de infectar muitos tecidos fundamental importancia para o

sucesso do ataque e disseminacao dentro do hospedeiro (SANTANA, et al., 2013).
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Dois grandes grupos dividem as toxinas produzidas por este fungo, algumas sdo
toxinas de alto peso molecular (glicoproteina - Canditoxina) e outras toxinas de baixo peso
molecular (até agora seis tipos diferentes foram isolados). Ambos apresentaram efeitos
toxicos, influenciando os mecanismos de defesa do hospedeiro (MAGDALENA;

PERRONE, 2001).

3.2.2 Identificacao e diagndstico

A adequada escolha do tratamento antifingico depende da identificacio precisa das
variadas espécies do género Candida, tendo em vista que leveduras deste género sdo os
principais responsdveis por infec¢des sist€émicas potencialmente fatais em pacientes
neutropénicos tratados para cancer ou distirbios linfoproliferativos, hospedeiros
imunocomprometidos, particularmente pacientes infectados por virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), e em transplante de érgdos. E também considerada uma das infeccdes
hospitalares mais comuns, principalmente em pacientes internados (catéteres e
hemocultura). O diagndstico precoce e preciso pode reduzir elevada taxa de mortalidade,
reduzindo também o tempo de internacdo destes pacientes. (SANTOS; SOARES, 2005;
FERREIRA et al., 2013).

O diagnéstico de candidiase é fundamentado em dados da anamnese, como também
nos sinais presentes no exame fisico. Vdrias técnicas sao utilizadas para coleta de material
clinico para investigagdo da Candida nos tecidos, como: esfregaco, cultura e bidpsia da
mucosa. A escolha da técnica deve ser direcionada pelo tipo de lesdo a ser investigada.

No exame direto, nos casos de infeccdo, sdo observadas hifas e pseudo-hifas. A
biépsia € o método mais indicado para confirmar o diagndstico em alguns casos de
candidiase atipica ou resistente ao tratamento. A citopatologia consiste na utilizacdo de
uma espatula de metal ou microescova, para a coleta de células epiteliais obteng¢do de
material através da raspagem da drea a ser investigada. O esfregaco tem como vantagem o
baixo custo, facil execuc¢do, resultado rdpido, ser minimamente invasiva e indolor,
importante para o paciente debilitado. Essa técnica € realizado apds a coleta, em lamina de
vidro, fixagdo em dlcool e, posteriormente, coloracdo de Papanicolau ou PAS (4cido
periddico de Schiff) para avaliacdo em microscopico. (SIQUEIRA, et al, 2014).

O melhor método para a preveng¢do do cancer de colo uterino € o exame de

Papanicolaou ou exame citopatol6gico, mas ndo € o mais eficaz para detectar os principais
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agentes infecciosos causadores de vulvovaginites. Na coloracdo de Papanicolaou € possivel
observar os agentes pela sua morfologia e pela caracteristica do esfregaco. Sobretudo como
teste mais sensivel para tal finalidade destaca-se o método microbiolégico (RAUGUST,
2013).

Nesse método as colonias das especies de Candida cultivadas em agar Sabouraud
apresentam caracteristicas variadas, podendo ser de coloracdo branca ou creme, lisas ou
enrrugadas, brilhantes e dmidas. Microscopicamente podem se apresentar
morfologicamente na forma de blatoconidios (leveduras), hifas ou pseudohifas (SILVA et
al., 2012).

Considerado padrao-ouro em casos de candidemia, a hemocultura, tem baixa
sensibilidade e a elevada taxa de resultados falso-negativos ja foi demonstrada pela
deteccdo da infec¢do flingica em menos de 50% dos pacientes com infeccdo por Candida
spp. Além disso, o diagndstico por hemocultura pode demorar trés a cinco dias em sistemas
automatizados, tempo relativamente longo para comegar a terapia antifungica. A escolha
do antifungico € influenciada pela variabilidade intrinseca existente entre as diferentes
espécies de Candida, evidenciando assim, a necessidade de um diagndstico preciso e
confiavel ( LUTZ et al., 2013).

A técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em ensaios de diagndstico
de Candida por deteccio do DNA fiingico vem sendo apontada e descrita como nova
metodologia proposta, devido a atrasos na identificacdo convencional e limita¢des para

diferenciar espécies (LUTZ et al., 2013).

3.2.3 Resisténcia microbioldgica

A resisténcia microbiolégica pode ser classificada como resisténcia primaria
(intrinseca) e resisténcia secunddria (adquirida). A resisténcia microbioldgica priméria € a
resisténcia natural entre certas espécies de fungos sem exposi¢do prévia ao medicamento
antifingico. Temos como exemplo de resisténcia primadria a resisténcia ao fluconazol em
C. kruseiisolates. A resisténcia secunddria se desenvolve em espécies de fungos
intrinsecamente suscetiveis apds exposicdo ao farmaco antifingico Como por exemplo de
resisténcia secundaria, o desenvolvimento da resisténcia ao fluconazol em C. albicansis. A

resisténcia secunddria enfatiza a importancia do teste de susceptibilidade antifingica ao
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isolado de fungos a partir de espécimes clinicos (DEORUKHKAR; ROUSHANI;
RAYTEKAR, 2017).

A resisténcia microbioldogica pode ser objetivamente definida, mediada e
investigada cientificamente (SANGLARD; ODDS, 2002). J4 a resisténcia clinica contrasta
com a microbioldgica, sendo definida como uma condi¢ao em que hé falha na erradicacdo
da infeccdo fungica apesar da administracio de agente antifingico (KANAFANI;
PERFECT, 2008). Esta resisténcia ocorre devido a fatores de variedade relacionados ao
hospedeiro, ao farmaco antifingico ou as espécies fungicas infectantes. Algumas
propriedades estdo associadas a falha do tratamento de agentes antifingicos como
resisténcia a um agente antiftiingico, tipo de célula e tamanho das populac¢des de fungos. Os
fatores de acolhimento responsdveis pela resisténcia clinica incluem o estado imune do
paciente, a presenca de materiais estranhos, incluindo dispositivos médicos, local de
infeccdo e abscessos ndo drenados, enquanto que a dosagem apropriada, a natureza
fungistatica do agente antiftingico, a fraca absorcdo, distribuicdo ou metabolismo e a

interacao droga-droga.(CANUTO; RODERO, 2002).

3.2.4 Tratamento

As duas drogas mais comumente utilizadas para o tratamento de infeccdes
invasivas por Candida sdo, a anfotericina B (polienos) e fluconazol (derivado azdlico
(FERREIRA; RAGAZZINI; ANDRADE, 2012).

A acgdo dos farmacos azdlico ocorre na membrana celular flingica, através da
inibicdo da enzima lanosterol 14-o-desmetilase, dependente do citocromo P — 450,
ocorrendo consequentemente a inibi¢do da biossintese do ergosterol da membrana fungica.
Dessa forma, além de deplecdo nos niveis de ergosterol inibindo o crescimento das células,
ocorre um acumulo de ester6is metilados que sdo téxicos para O microorganimo.
(SANGLARD et al., 2016).

A anfotericina B (AmB) € um antimicrobiano da classe dos polienos, caracterizado
por uma baixa solubilidade. A AmB ¢é, via de regra, administrada por via intravenosa,
misturada com um agente solubilizante como o deoxicolato de sédio, formulacdo mais
utilizada na pratica clinica para o tratamento de infec¢des flingicas. O mecanismo de acdo
da AmB pode ser dividido entre efeitos diretos sobre a membrana, baseado na interacao

com o ergosterol celular, causando a formag¢ao de poros na membrana que resultam em
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perda de sua integridade e rdpido extravasamento de {ons, ocasionando a morte celular; e
efeitos intracelulares de indugdo de estresse oxidativo e aumento da formacao de radicais
livres evidenciado pela expressdo dos genes de estresse celular, por mecanismos ainda ndo

completamente conhecidos (FALCIL.; PASQUALOTTO, 2015).

3.3 Tratamento com fitoterapicos

O homem se utiliza plantas com fins medicinais, para tratamento ou preven¢do de
doencas, desde a antiguidade. Nos anos 90, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
divulgou que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas
medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saide (MARQUES et al.,

2016).

Detentor da maior diversidade genética do mundo de plantas, com cerca de 55 mil
espécies catalogadas (de um total estimado entre 350 a 550 mil), o Brasil conta com ampla
tradi¢do do uso das plantas medicinais vinculada ao conhecimento popular transmitido
entre geracdes. Entretanto, apesar da riqueza da flora brasileira, nos dltimos 20 anos, o
numero de informagdes sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8% anualmente. A
grande maioria das plantas, normalmente empregadas como fitoterdpicos populares, ndao
tiveram suas potencialidades terapéuticas efetivamente comprovadas (CARNEIRO et al,

2014).

A diferenciacdo entre os termos plantas medicinal, fitoterdpica e fitoterapia se torna
importante. A ANVISA propde que plantas medicinais, tradicionais no uso como remédio
em uma populagdo ou comunidade, sao aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades.
Para sua utilizacdo se faz necessdrio conhecer a planta e saber onde colhé-la e como
prepard-la. Em sua industrializacio para se obter um medicamento, tem-se como resultado
o fitoterapico. Ja a terapéutica que utiliza os medicamentos, cujos constituintes ativos sao
plantas ou derivados vegetais, leva o nome de fitoterapia, onde sua origem déa-se no
conhecimento e no uso popular (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

As plantas medicinais exibem vdrios beneficios através da acdo aditiva e/ou
sinérgica dos numerosos componentes ativos, que atuam em multiplos alvos associados
com o processo fisiologicos, ao contrario dos farmacos sintéticos que sao baseados em um

unico produto quimico (MARQUES et al., 2016).
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Muitas comunidades e grupos étnicos t€ém o conhecimento sobre plantas medicinais
como o Unico recurso terapéutico, tendo sua comercializacdo em feiras livres, mercados
populares e encontradas em quintais residenciais. Apds serem classificadas como produtos
naturais, a lei permite que as plantas naturais sejam comercializadas livremente, além de
poderem ser cultivadas por aqueles que disponham de condigdes bédsicas necessdrias ao
plantio. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) cerca de 80% da
populacdo mundial utilizou algum tipo de erva na busca de alivio de alguma
sintomatologia dolorosa ou desagradavel, onde pelo menos 30% deu-se por indicacdo
médica. Essa pratica popular ja € vista pela OMS como forma de baixar os custos dos

programas de saide publica (SILVA et al., 2012).

3.4 Aspectos gerais do hibiscus

A vinagreira destaca-se como uma das hortalicas de uso expressivo, tanto do ponto
de vista alimentar como fonte de renda para numerosas familias que dela tiram seu
sustento. A mesma pertence a familia das Malvaceas, do género Hibisco, que compreende
cerca de 200 espécies de plantas. Concretamente, sabe-se que sua distribui¢do abrange os
Continentes Africanos, Asidtico, Europeu e Americano. No Brasil, a vinagreira foi
introduzida provavelmente por meio do trifico de escravos. E conhecida popularmente
como Hibisco, Hibiscus, roselia, groselha, azedinha, quiabo azedo, caruru-azedo, caruru-
da-guiné e quiabo-de-angola ( FREITAS; SANTOS; MOREIRA, 2013).

Trata-se de uma planta adaptada ao clima quente, que se desenvolve bem em
temperatura superior a 21°C e 35°C, cultivada em uma ampla faixa de condic¢Oes
ambientais. Com isso, torna-se mais adequado para seu cultivo, as regides quentes € com
precipitacdes anuais entre 800 mm e 1600 mm bem distribuidas, sendo prejudicado por
épocas frias e secas ( FREITAS; SANTOS; MOREIRA, 2013).

O hibisco pode atingir mais de 1,80 m de altura, possui poucas ramificacdes em
forma de taca de tonalidade vermelha. Arbusto de ciclo anual, seu cultivo ideal é feito em
regides tropicais e subtropicais. A corola € composta por cinco sépalas de intensa coloragao
vermelha em forma de cone, que forma o célice, a flor € simples, séssil e axilar. Na base do
calice, estd o caliculo, pequeno célice arranjado em circulo. Abrigando as sementes estd a
capsula deiscente, fruto que possui aspecto aveludado e cerca de 2 cm de comprimento

(MACIEL et al., 2012).
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Segundo Lorenzi et al , os dados botanicos do Hibiscus rosa-sinensis L.,
conhecidos popularmente como mimo-de-vénus ou hibisco-da-china, sdo de arbusto pouco
ramificado ou simples e lenhoso da Asia Tropical, que chega a medir cerca de 3 a 5 metros
de altura e com grande nimero de variedades e formas cultivadas. Possuem caule redondo
quase aveludado, com pélos glandulosos; suas folhas sdo lobadas, pecioladas, alternas,
densamente pilosas ao longo das nervuras, com granulagdes estreladas na face superior; as
estipulas sdao pubescentes e agudas; e os pedinculos sdo arqueados, arredondados,
pubescente-aveludados. As flores sdo grandes e solitdrias, normalmente brancas de manha
e rosas ou vermelhas a tarde, formadas em quase todo o ano; possuem cilios nas margens
das pétalas, com fruto com cinco 16culos do tipo capsular; e a cdpsula € aveludada, com
pélos glanduliferos e estrelados.

Estudos comprovam a utilizacdo do hibisco como agente diurético, uricosurico,
leve laxante, antimicrobiano, sedativo, anti-hipertensor, antitissico, como também na
diminui¢cdo dos niveis de lipidios totais, colesterol e triglicérides, no tratamento
gastrointestinal, pedra nos rins, danos no figado e efeitos da embriaguez. Estudos recentes

apontam sua acdo antioxidante, antimutagénico, antitumoral e antileucémico (VIZZOITO;

PEREIRA, 2008).

3.5 Mimosa tenuiflora

Planta tipica das 4reas semi-dridas do Brasil, a Mimosa tenuiflora (Wild) Poir.
(jurema-preta, trata-se de uma leguminosa da subfamilia Mimosoideae e popularmente
utilizada para fins terapéuticos, por tribos indigenas e pelas populacdes dessas regides em
paises da América Latina. Estudos demonstram seu potencial, analgésico, antimicrobiano,
regenerador de células, antitérmico e adstringente peitoral (PEREIRA et al., 2008).

A jurema-preta (Mimosa tenuiflora) apresenta crescimento rdpido, tem seu cultivo
comum em areas antropizadas da Caatinga e sdo amplamente utilizadas para a producgdo de
lenha, carvao vegetal e madeira para confec¢do de cercados (LIMA et al., 2014).

Hoje em dia a queima da madeira e da casca da jurema-preta vem sendo explorada
para producdo de energia. Vale ressaltar que seu tronco pode ser utilizada para finalidade
energética, entretanto, a casca poderia ser empregada para a extracdo de taninos,
procurando realizar a utilizacdo total dos produtos florestais para reduzir ao maximo a

geracdo de residuos, visando a sustentabilidade, agregando produtos associados de uso
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direto e/ou indireto. Desta forma, surgem novas alternativas tecnolégicas com o emprego
da madeira na geracdo de energia ecoeficiente, a casca para extracdo de taninos vegetais,
dentre outras, possibilitando suprir as necessidades de pequenos empreendimentos,
proprietérios rurais e, principalmente, das comunidades existentes na regido Nordeste do

Brasil. (LOPES, et al., 2015)

3.6 Anacardium occidentale

A planta Anacardium occidentale, conhecida popularmente como cajueiro L.
pertence a familia Anacardiaceae. Natural do Brasil, € utilizada na medicina tradicional,
principalmente no nordeste brasileiro. Tem sua atividade farmacolégica comprovada pela
literatura, como sendo o cajueiro uma planta antidiabética; antiinflamatdria; inibidor da
enzima acetilcolinesterase e antimicrobiana. O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma
planta tropical, dispersa em quase todo o territério macional. (PEREIRA et al., 2015).

O seu fruto é composto pelo pedinculo floral ou pseudofruto, que representando
cerca de 90% do peso total, que representa a parte comestivel in natura do caju, o qual é
utilizado na preparacdo de sucos, mel, doces, passas, sorvetes e licores. Os 10% restantes
sdo o fruto propriamente dito, a castanha, de onde se extraem a améndoa da castanha de
caju (ACC), o liquido da castanha de caju (LCC), matéria-prima bdsica para a fabricacao
de vernizes, tintas, plasticos, lubrificantes e inseticidas; e o tanino, que é obtido da pelicula
da améndoa e apresenta grande aplicac@o na industria quimica ( BARRETO et al., 2014).

O cajueiro estd associado a muitos usos etnofamacologicos. Podemos destacar seu
efeito adstringente, antidiabético, antidiarréico, anti-hemorrdgico, antiinflamatorio,
antireumadtico, antitérmico, antiulcerogénico, diurético e vermifugo, onde sdo utilizados
cascas do caule, casca da castanha, ramos, pendiculos, raiz, folhas, frutos, semente e 6leo
(GONCALVES et al., 2005). Além da atividade antioxidante, através da acdo de
metabolitos especiais (dcidos anacdrdicos, cardanois, cardois e fendis alquilicos) extraidos

do liquido da castanha de caju (TREVISAN et al., 2006).
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo trata-se de uma pesquisa experimental com abordagem
qualiquantitativa, relacionada ao potencial antifingico dos extratos de Anacardium
occidentale, Mimosa tenuiflora e do Hibiscus rosa-sinensis frente a leveduras patogénicas
do género candida.

Realizado no Centro Vocacional Tecnolégico (CVT), laboratério vinculado ao Centro de
Ciéncia e Tecnologia Agroalimentar (CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCQ), localizado na Rua Jairo Vieira Feitosa, 1770 — Pedreiros, Pombal — PB, Brasil.

4.1 Cepas fungicas

As cepas utilizadas, C. albicans 40178 ATCC 60193, C. parapsilosis 40305 ATCC
96144, C. tropicalis 40042 ATCC 13803, C. fumata 40135 ATCC 62894, C. metapsilosis
40329 ATCC 66143 e C. orthopsilosis 40329 ATCC 96139, foram obtidas mediante
doagdo do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saidde da Fundacdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz), onde as mesmas fazem parte da Colecdo de Microrganismos de Referéncia
em Vigilancia Sanitaria.

As amostras foram transportadas em embalagem apropriada até o CVT/UFCG,
onde foram preparadas para o processo de reidratacdo, em condi¢cdes assépticas. A parte
superior da ampola foi aquecida pela chama do bico de bunsen e resfriada com algumas
gotas de solucdo salina (NaCl 0,85g/L) apos serem desinfectadas com alcool etilico a 70%
(Start), promovendo a quebra do vidro por choque térmico. Posteriormente, com o auxilio
de uma micropipeta, ocorreu a homogeinizacio de 500ml de 4gua deionizada
ressuspendidos com o sedimento.

Na superficie do meio das placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose
acrescido de cloranfenicol (50mg/L), foi realizado o semeio, por esgotamento, da
suspensao formada, com auxilio de uma al¢a de Drigasky, e incubado a 35°C em estufa de
cultivo por 72 horas. Para identificacdo da morfologia das espécies apds o surgimento das
colonias, foram realizadas as analises por exame direto com clarificador hidréxido de

potassio. Apds a identificacdo as especies foram mantidas a temperatura de 35° C.



25

4.2 Espécies vegetais

Todas as amostras das espécies foram coletas no interior do sertdo paraibano. A
coleta das flores de hibisco procederam na zona urbana na cidade de cajazeiras enquanto as

cascas da jurema-preta e do cajueiro advieram da zona rural da cidade de Pombal.

4.3 Obtencao do extrato hidroalcodlico de Anacardium occidentale e Mimosa

tenuiflora

Realizou-se a remo¢dao manual das cascas dos troncos, de cada individuo arbéreo,
com auxilio de facdes e martelos. Posteriormente, a secagem natural do material vegetal foi
alcancado em ambiente ventilado durante quatro dias. As cascas provenientes de cada
arvore foram fragmentadas em moinho de graos e seguidamente 50g do pé resultante foi
pesado em uma balanga de precisdo sendo seguidamente misturado com 80 ml solugdo
hidro-alcodlica (etanol 70%).

As solucoes obtidas permaneceram estocada a temperatura de 32+2°C, protegida da
luz, por um periodo de 15 dias, em seguida a filtragem do material foi realizada em papel
filtro previamente esterelizado. Por fim, o produto foi vaporizado no Rotaevapor Fisatom
801 a 50°C , até a completa vaporizagdo e obtencdo do extrato bruto. Para as anélises os

extratos foram dissolvidos em dgua destilada esterelizada.

4.4 Obtencio do extrato hidroalcodlico do Hibiscus rosa sinensis

Realizou-se maceragdo em etanol 70% com as flores de Hibiscus, com propor¢do 1:5,
durante 15 dias, apds a mistura em agitador automadtico por 120 min foi filtrada, e o
solvente eliminado em rotaevaporador a 50 °C.O extrato seguiu sendo diluido em 4gua
destilada estéril para a verificagdo do potencial antimicrobiano.

4.5 Testes de suceptibilidade antifiingica

Os testes de sensibilidade antifingica, foram realizados através da tecnica de teste

de difusdao em disco, correspondendo as seguintes substancias avaliadas: fluconazol
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(controle positivo), etanol 70% (controle negativo) e os extratos hidrodlcoolicos das
plantas em concentracdes de 100, 50, 25, 12,5%.

As cepas foram consideradas sensiveis quando as titulagdes para os extratos
testasdo atigiram valores superiores a 50% do valor total do controle positivo de inibi¢do.
Realizou-se a leitura com 24 e 48 horas. Os ensaios foram realizados em duplicata e o

resultado expresso pela média aritmética das medidas dos halos formados.
4.5.1 Teste de difusao em disco

A CIM das leveduras frente as substancias avaliadas foi realizado de acordo com o
protocolo M44-A2, (CLSI, 2009) e sendo determinada pela técnica de difusdo em disco,
que foi realizada no laboratério de microbiologia do CVT/UFCG. Foi utilizado como meio
de cultura o dgar Mueller-Hinton suplementado com 2% de glicose e 0,5ul/ml de azul de
metileno com pH 7,2 a 7,4. Os discos confeccionados em papel de filtro medindo 6 mm de
diametro.

As Candida spp. isoladas seguiram sendo mantidas em meio SDA e incubadas a 37°C por
24h. As suspensdes dos isolados resultaram de preparadas em solu¢do salina (0,85g/L),
com sua densidade ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da
transmitancia obtida atravéz de um espectrofotdometro a 530nm, garantindo a concentra¢ao

do in6culo entre 1 x 106 as5x 106 células por mL.

Seguidamente com o auxilio de um swab mergulhado nesta solugdo foi realizado o
semeio pela técnica de esgotamento cobrindo todo o meio contido na placa (dgar Mueller-
Hinton suplementado com 2% de glicose e 0,5ul/ml de azul de metileno). Apds este
processo, decorridos 15 minutos, foram distribuidos na placa os discos impregnados com
as substancias a serem testadas com o auxilio de uma pinga estéril, em seguida susederam
sendo armazenadas em geladeira por um periodo de 15 minutos promovendo assim o inicio
da difusdo dos extratos hidroalcodlicos no meio, segudamente foram incubados em estufa
microbioldgica a 35°C por 48 horas para determinagdo da CIM.

Como sendo o disco contendo o antifungico fluconazol utilizado como controle
positivo e como controle negativo foi utilizado um disco impregnado de dlcool 70%.

Efetuou-se a leitura com 24 e 48 horas para a ambas as substancias, o tamanho do
halo de inibicdo medido com paquimetro e correlacionado com a escala de sensibilidade

para fluconazol presente no documento M44-A2 (2009, CLSI), onde se o halo apresentar
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tamanho > 19mm, a cepa ¢ sensivel (S), se apresentar entre 15-18mm € dose dependente
(SDD) e < 14mm ¢ resistente (R). Nao existe uma escala de sensibilidade para produtos
naturais, portanto, foi considerado uma escala de até 50% em referéncia ao fluconazol,
onde o extrato hidroalcoolico das plantas que promoveram a forma¢ao de um halo > 9mm,
a cepa foi considerada sensivel, quando se apresentau entre 7-8mm, dose dependente e <
7mm, resistente.

Como critérios de interpretacdo da determinacdo da sensibilidade ao fluconazol
para os isolados de Candida spp pela técnica de difusdo em disco, foram utilizados os
dados extraidos do Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019),
considerando sensiveis as cepas que apresentaram halo > 19 mm, sensivel dose dependente
entre 15mm e 18mm e resistente < 14mm. Enquanto a determinagdo da atividade
antifingica dos extratos avaliados para isolamento de candida spp foi estabelecida como
sensivel para halos > 10mm, sensivel dose dependente entre 8mm e 9mm e resistente <
7mm (PORTILHO et al., 2013). Realizados em duplicata, os resultados dos testes obtidos
foram expressos em mm, calculados pela média aritmética do didmetro dos halos de

inibi¢do formados ao redor dos discos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Determinacao da atividade antifungica dos extratos hidroalcodlicos.

Os resultados da determinagdo da atividade antifiingica in vitro para a determinagdo
da Concentracao Inibitéria Minima em meio sélido em termo de diametro dos halos de
inibicdo dos extratos hidroalcodlicos das cascas de Anacardium occidentale e Mimosa
tenuiflora assim como fluconazol sobre as cepas de C. albicans 40178 ATCC 60193, C.
parapsilosis 40305 ATCC 96144, C. tropicalis 40042 ATCC 13803, C. fumata 40135
ATCC 62894, C. metapsilosis 40329 ATCC 66143 e C. orthopsilosis 40329 ATCC 96139

estdo apresentadas nas tabelas 1 e 2, respctivamente.

Tabela 1 - Registro dos tamanhos de halos formados pelas espécies
ensaiadas de acordo com as concentracoes inibitorias minimas frente ao
extrato hidroalcoolico de Anacardium occidentale e ao fluconazol

CIMs (mg/mL)
Espécies Extrato hidroalcodlico de Anacardium occidentale Fluconazol
100mg/mL 50mg/mL 25mg/mL 12,5mg/mL 25mg/mL
Ct 18 mm 10 mm 8,4 mm 6,4 mm 20 mm
Cf 19 mm 14 mm 11 mm 8,4 mm 23 mm
Ca 18 mm 13 mm 10 mm 10 mm 20 mm
Co 14 mm 11 mm 9 mm 8 mm 24 mm
Cp 14 mm 11 mm 10 mm 7 mm 21mm
Cm 14 mm 12 mm 8 mm 6 mm 21 mm

Fonte: Elaborado pela autora com dados extraidos dos resultados da pesquisa (2018).

Ct: C. tropicalis INCQS 40042; Cf: C. fumata INCQS 4013; CI; Ca: C. albicans INCQS 40178; Co: C.
orthopsilosis INCQS 40304; Cp: C. parapsilosis INCQS 40305; Cm: C. metapsilosis INCQS 40329.

Tabela 2 - Registro dos tamanhos de halos formados pelas espécies
ensaiadas de acordo com as concentracoes inibitérias minimas frente ao
extrato hidroalcoélico de e Mimosa tenuiflora ao fluconazol
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CIMs (mg/mL)
Espécies Extrato hidroalcodlico de Mimosa tenuiflora Fluconazol
100mg/mL 50mg/mL 25mg/mL 12,5mg/mL 25mg/mL
Ct 12 mm 9,4 mm 5 mm 6 mm 22 mm
Cf 16 mm 13 mm 11 mm 10 mm 20 mm
Ca 16 mm 12 mm 11 mm 6,8 mm 24 mm
Co 9,8 mm 6,8 mm 6 mm 6 mm 20 mm
Cp 12,8 mm 10 mm 6,4 mm 6,4 mm 21 mm
Cm 12 mm 9,1 mm 6,2 mm 6,2 mm 21 mm

Fonte: Elaborado pela autora com dados extraidos dos resultados da pesquisa (2018).

Ct: C. tropicalis INCQS 40042; Cf: C. fumata INCQS 4013; CI; Ca: C. albicans INCQS 40178; Co: C.
orthopsilosis INCQS 40304; Cp: C. parapsilosis INCQS 40305; Cm: C. metapsilosis INCQS 40329.

Quanto ao extrato hidroalcodlico das flores de Hibiscus rosa-sinensis utilizado
nesse estudo ndo apresentou eficicia na inibi¢do do crescimento in vitro das cepas testadas.
O etanol 70% utilizado como controle negativo, ndo apresentaram formacao de halo de
inibicdo em nenhum das amostras testadas, evidenciando sua utiliza¢do para extracdo de
compostos secunddrios de produtos naturais, pois ndo interfere na deteccdo de sua
atividade antimicrobiana.

Com relagdo a sensibilidade do fluconazol em disco com concentracio de 25 mg/mL,
100% dos seis isolados clinicos testados, apresentaram tamanho de halo compativel com
sensibilidade.

No experimento utilizando, o extrato da casca de Anacardium occidentale foi
observado atividade antifiingica em todas as dilui¢des (Tabela 1).

Os testes realizados com extrato bruto e na concentracdo de 50% apresentou
sensibilidade contra todas as espécies de candida testadas, com tamanho de diametro dos
halos superiores a 10mm. Enquanto na concentracdo de 25% apenas C. albicans, C.
parapsilosis e C. famata apresentaram sensibilidade enquanto C. orthopsilosis, C.

tropicalis,C. metapsilosis se mostraram dose dependente. Em menores concentracoes
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(12,5%) apenas a C. albicans demonstrou sencibilidade, as candidas C. famata e C.
orthopsilosis, dose dependentes enquanto C. tropicalis, C. metapsilosis e C. parapsilosis.

O extrato de Anacardium occidentale apresentou atividade antifingica mais efetiva
do que o fluconazol frente a cepa de C. famata, visto que o halo formado pelo antifingico
convencional foi observado o crescimento de colOnias resistentes, diferentemente do efeito

do extrato que inibiu o crescimento total no halo formado (figura 1).

Figura 1 — Desenvolvimento de halo de 19 mm da espécie de Candida famata

frente ao extrato de Anacardium occidentale (100%).
ke F =

Fonte: Prépria autora (2018).
Al: Alcool 70% ; Flu: Fluconazol (25 mg/mL); 100%, 50%, 25%, 12,5%: diluicdes do extrato testado.

Em sua pesquisa Corréa 2017, utilizou a técnica de microdilui¢do em placa de
polipropileno, segundo os critérios usado, considerou a atividade antimicrobiana do extrato
de Anacardium occidentale como moderado e inativo para C. albicans, diferindo dos
critérios e resultados obtidos por esta pesquisa, visto que o extrato foi considerado efetivo
nas concentracdes de 50% como também para o extrato absoluto (100%). O que pode ser
justificado considerando que os medicamentos a base de plantas medicinais podem sofrer
alteracdes em sua qualidade por alguns fatores como a estacdo do ano, tempo da colheita,
locais de cultivo, processamento pds colheita, procedimentos de extragdo e preparagcao
(BANOMINI, 2013). Apesar de ambas as pesquisas deterem o mesmo agente extrator
(etanol 70%), os métodos se diferem quanto a obten¢do do material vegetal utilizado, o
tempo do processo de maceragdo, como também a concentragdo obtida pelo peso da casca

sobre o volume do agente extrator em litros, visto que Corréa obteve o material vegetal em
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um mercado em Belém no estado do Pard, manteve as cascas sob maceracao por apenas 72
horas em uma concentra¢do de 20g/L enquanto este estudo obteve o material vegetal por
meio da extracdo fisica da planta cultivada na cidade de Pombal no interior da Paraiba,
regido essa que se apresenta com clima tropical, a maceracdo perdurou por 15 dias em uma
concentracdo de 625g/L.

Sdo escassos trabalhos na literatura, que demonstram a atividade antifingida do
Anacardium occidentale frente a espécie Candida ssp através da técnica de difusdo em
meio so6lido. Todavia foram publicados outros estudos com diferentes espécies vegetais,
utilizando essa técnica. No estudo de Cavalcanti (2012) foi demonstrado através da técnica
de difusio em Agar, que os extratos vegetais avaliados, representados pelos 6leos
essenciais de Citrus aurantium (laranja), Citrus limmom (limo siciliano), Citrus reticulata
(tangerina), Xylopia brasiliensis (pindaiba), Campomanesia xanthocarpa (guabiroba),
Ocimum basilicum (manjericdo) e Cymbopogon martinii (palmarosa) apresentaram
atividade antifungica, sobre as cepas de Candida abicans, C. tropicalis e C. krusei.

Observa-se na tabela 2 que o extrato obtido da casca de Mimosa tenuiflora tambem
apresentou atividade antifingica sendo que os melhores resultados foram observados sobre
C. famata, demosntrado sencivel a todas as concetracdes testadas do extrato. Na
concentracdo de 12,5% houve uma resisténcia de todas as outras cepas testadas, enquanto
na concentracdo de 25% além da C. famata a C. albicans também se mostrou sencivel.
Sendo a C. orthopsilosis a inica a ndo apresentar sencibilidade em nenhuma das titulagdes
sendo resistente até a concentragdo de 50% e dose dependete ao extrato bruto.Pereira et al.
(2009), observou que o extrato da casca da jurema-preta apresentou formacdo de variados
tamanhos de halo de inibi¢do de crescimento, igual e superior a 10 mm de didmetro,
considerando o extrato com atividade antiftingica bastante satisfatéria sobre amostras de
Candida spp..

Comparando com resultados obtidos por Lozoya et al., 1989 e Lozoya et al., 1990,
Pereira et al (2009) concluiu compatibilidade com os dados observados no seu
experimento. Segundo os critérios usados nas pesquisas, € possivel confirmar os resultados
aqui encotrados, mesmo apresentando diferencas metodoldgicas, incluindo a obtencdo do
extrato.

Em uma pesquisa realizada por Macédo-Costa et al. (2009), verificou-se a atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de Mimosa tenuiflora sobre as linhagens de

Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus
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e Lactobacillus casei, demonstrando uma significante atividade antibacteriana in vitro
sobre as linhagens. Demonstrando assim que sua atividade engloba grupos bacterianos niao
sendo restrita ao grupo fungico.

A atividade antimicrobina do extrato de M. tenuiflora, pode estar relacionadas ao
teor de fenodis totais, como taninos e flavondides (MACEDO, et al., 2009; PEREIRA, et
al., 2009).

Figura 2 — Determinacao de resisténcia por falta de desenvolvimento de halo

das espécies de Candida testadas frente ao extrato de Hibiscus rosa-sinense.

Fonte: Prépria autora (2018).
Observa-se na figura 2, no presente estudo, que o extrato de Hibiscus rosa-sinense nao
apresentou atividade antiftingica frente as cepas de Candida. Nao foram identificados
relatos na literatura de ensaios antiftingicos do Hibiscus rosa-sinenses frente ao género

candida spp.
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6 CONCLUSOES

Pode-se concluir que o extrato hidroalcodlico da casca de jurema preta apresenta

atividade antifingica em todas as linhagens ensaiadas, sendo mais efetivo frente a cepa de
C. famata, contra qual apresentou sensibilidade na minima concentracgdo testada (25%).
O extrato da casca do cajueiro também apresentou resultado antifugico nesse estudo,
mostrando-se eficaz frente as espécies de Candida estudadas, com o menor valos de
Conscentracdo Inibitéria Minima contra C. albican. No entanto o extrato das flores de
hibisco ndo demonstraram a¢do antifiingica nas concentracoes testadas.

Faz-se necessdrio o aprofundamento dessas e de outras pesquisas com base nas
plantas medicinais com possiveis resultados de novos antifingicos, como meios
alternativos de baixo custo, com menos efeitos adversos ao organismo e mais acessiveis a
populacdo.

O comportamento dos extratos in vivo podem nao corresponder aos resultados
obtidos in vitro devido a suas limitacOes nos estudos, uma vez que ndo estdo expostas as
mesmas condicdes no organismo. Recomenda-se a realizacio de outros testes

microbioldgicos e ensaios clinicos para a verificdo da viabilidade de seu uso.
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