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RESUMO

OLIVEIRA, N. R. INVESTIGACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO DE Sida
planicaulis SOBRE LEVEDURAS POTENCIALMENTE PATOGENICAS. 2017. 55 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Farmécia) — Universidade Federal de Campina
Grande, Cuité, 2017.

Nos ultimos anos, o aumento drastico da incidéncia de infec¢des flngicas tornou-se um sério
problema de satide publica, apresentando um desafio para os profissionais de sadde. O
tratamento ndo € sempre efetivo, pois muitas vezes os fungos desenvolvem resisténcia aos
antifungicos disponiveis. Por esta razdo, ha uma busca continua por novas substancias que
atuam sobre esses microrganismos, nao sé eficazes, como também mais seguras. Sida
planicaulis, popularmente conhecida como vassoura, encontrada na regido do Curimatad
Paraibano, € uma planta cujo potencial antimicrobiano ainda nao foi explorado e dessa forma,
carece de investigacdo. Nesse sentido, essa pesquisa teve como objetivo investigar a possivel
atividade antifiingica da planta Sida planicaulis, no que diz respeito a avaliacdo de seu extrato
etandlico bruto (EEB) e das fracdes hexanica (HEX), cloroférmica, acetato de etila (AcOEt) e
hidroalcodlica (EtOH:H20) sobre leveduras potencialmente patogénicas. Para avaliagdo do
potencial antifingico dos extratos foi realizada uma triagem microbioldgica (screening) com
base na técnica de difusao em meio solido. Suspensoes preparadas em solugéo salina a 0,85%
(10° UFC/mL) foram semeadas em placas contendo Agar Sabouraud-Dextrose sobre as quais
foram distribuidos discos de papel de filtro estéreis embebidos em 10 uL dos extratos vegetais.
Realizou-se incubacdo em estufa bacterioldgica a 36°C, por 24/48 horas. Os ensaios foram
realizados em triplicata e a atividade antifungica foi avaliada pela medi¢do dos halos de
inibicdo. As leveduras utilizadas nos ensaios incluiram: Candida tropicalis, Trichosporon inkin
LM-67, Geotrichum spp. 57839 e Rhodotorula spp. As quatro leveduras testadas apresentaram
resisténcia, ndo sendo observados halos de inibicdo. Os resultados obtidos nesta pesquisa nos
permitem concluir que os extratos de Sida planicaulis ndo apresentam efeito antifingico sobre
as leveduras avaliadas, contudo, esta foi a primeira investigacdo de seu potencial
antimicrobiano, sendo necessdrios outros estudos, contra microrganismos diferentes, para assim
ter uma melhor no¢do de sua potencialidade terapéutica.

Palavras-Chave: Atividade antifingica, Sida planicaulis, Leveduras.



ABSTRACT

OLIVEIRA, N. R. INVESTIGATION OF ANTIFUNGAL POTENTIAL OF Sida
planicaulis ON POTENTIALLY PATHOGENIC YARNS. 2017. 55 f. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduacdo em Farmdacia) — Universidade Federal de Campina Grande,
Cuité, 2017.

In recent years, the drastic increase in the incidence of fungal infections has become a serious
public health problem, posing a challenge for health professionals. Treatment is not always
effective, as fungi often develop resistance to the available antifungal agents. For this reason,
there is a continuous search for new substances that act on these microorganisms, not only
effective, but also safer. Sida planicaulis, popularly known as “broom”, found in the region of
Curimataud Paraibano, is a plant whose antimicrobial potential has not yet been explored and
thus requires investigation. In this sense, this research aimed to investigate the possible
antifungal activity of the plant Sida planicaulis, regarding the evaluation of its crude ethanolic
extract (CEE) and hexane (HEX), chloroform, ethyl acetate (AcOEt) and hydroalcohol
(EtOH:H:0) fractions, on potentially pathogenic yeasts. To evaluate the antifungal potential of
the extracts, a microbiological screening was performed based on the diffusion technique on
solid medium. Suspensions prepared in 0.85% saline solution (10° CFU/mL) were seeded on
plates containing Sabouraud-Dextrose Agar in which sterile filter paper disks embedded in 10
uL of the plant extracts were distributed. Incubation was carried out in a bacteriological oven
at 36°C for 24/48 hours. The assays were performed in triplicate and the antifungal activity was
evaluated by measuring the inhibition halos values. The yeasts used in the assays included:
Candida tropicalis, Trichosporon inkin LM-67, Geotrichum spp. 57839 and Rhodotorulla spp.
The four yeasts tested showed resistance, with no inhibition halos observed. This research result
allows us to conclude that the extracts of Sida planicaulis do not present antifungal effect on
the evaluated yeasts, however, this was the first investigation of its antimicrobial potential,
being necessary other studies, against different microorganisms, in order to have a better notion
of its therapeutic potential.

Keywords: Antifungal activity, Sida planicaulis, Yeasts.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a incidéncia de micoses tém aumentado drasticamente e se tornado
um sério problema de saide publica, o que se deve ao crescente nimero de pacientes com
imunodeficiéncias inatas ou adquiridas (REX; WALSH; ANAISSIE, 1997; MENCACClI et al.,
2000). Outro fator que contribui € o uso crescente de terapia com antibidticos de largo espectro
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014) apresentando um grande desafio para os
profissionais da saide.

Segundo Fenner et al. (2006) Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton,
Paracoccidioides, Histoplasma ou os fungos patégenos oportunistas Candida albicans, C.
krusei, Cryptococcus neoformans sdo os principais fungos responsdveis pelo estabelecimento
de uma infec¢do flngica.

Associagdes de espécies de Candida spp. tem sido feitas com infecgdes fungicas
superficiais e sistémicas, sendo possivel seu isolamento em até 60% da cavidade oral de adultos,
estando C. albicans e C. tropicalis entre as mais preponderantes (MARSH; MATIN, 2005). No
ambiente hospitalar, as micoses causadas pelo género Candida podem representar 15% de todos
os processos de natureza infecciosa (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003).

Em um estudo multicéntrico recente, realizado com quatorze paises na Europa para
verificar a prevaléncia de candidose invasiva em pacientes admitidos em unidade de terapia
intensiva, observou-se que para cada mil admissdes nove exibiam essa micose, quando se
tratava de pacientes que haviam sido submetidos a cirurgia, a taxa de mortalidade era de 38,
8% (KLINGSPOR et al., 2015).

Em detrimento da resisténcia desenvolvida pelos fungos aos antiftingicos
comercializados, o tratamento das micoses nao € sempre efetivo, e esse problema é exacerbado
pelas incontdveis reacOes adversas que estes farmacos podem apresentar. Em vista disso, ha
uma busca constante por novas substiancias que apresentem acao antifliingica mais potente e
segura (ZACCHINO, 2001).

Estima-se que o Brasil possua mais de 20% do nimero total de plantas do mundo, sendo
o pafs com a mais variada flora do planeta, possuindo um numero superior a 55 mil espécies
descritas, o que corresponde a 22% do total mundial (BRASIL, 2006). Sendo essa
biodiversidade seguida por uma vasta aprovacdo da utilizacdo de plantas medicinais e do
conhecimento etnobotanico tradicional associado (RODRIGUES, 2006). Sendo um pais de
cardcter tropical, suas espécies vegetais produzem de trés a quatro vezes mais metabolitos ativos

que as plantas de regides onde o clima predominante € o temperado. Sendo assim, as espécies
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vegetais brasileiras assumem grande significancia na obten¢do de fontes naturais de principios
ativos com potencial atividade bioldgica, possibilitando sua utilizacdo no tratamento dessas
enfermidades (CAVALCANTI et al., 2012).

Por exibirem diferentes propriedades terapéuticas e relatos de uso, as espécies do género
Sida vém sendo vastamente estudadas (MOURA, 2010). Inserida na familia Malvaceae, Sida é
um género botanico pertencente a ordem Malvales e estd constituida por aproximadamente 243
géneros e 4225 espécies (STEVENS, 2003). Apresentam-se normalmente, como ervas,
subarbustos, arbustos e raramente arvores (BARACHO, 1998). Sua expressividade no Brasil se
restringe a 35 géneros e aproximadamente 400 espécies com predominancia nas regides
Nordeste e Sul e, em menor dimensao, nas regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste (BARROSO,
1991; SILVA et al., 2006). As espécies Sida acuta Burn e Sida rhombifolia, tiveram sua
atividade antimicrobiana relatada por Lopes et al. (2008). Nos trabalhos de Nascimento (2012)
e Rosa (2013), respectivamente, os extratos de S. santaremnensis apresentaram atividade
antifiingica contra leveduras do género Rodhotorula e Sida tuberculata contra Candida kruzei.

Popularmente conhecida como vassoura, Sida planicaulis, encontrada na regido do
Curimatau Paraibano, é uma planta cujo potencial antimicrobiano ainda ndo foi explorado e
dessa forma, a avaliagdo da possivel atividade antifingica de seus extratos contra fungos
leveduriformes, potencialmente patogénicos, carece de investigacao.

Levando em consideracdo a vasta utilizacdo popular de plantas e a caréncia de
comprovacao cientifica, torna-se de suma importancia a avalia¢do e confirmacgdo da atividade
antimicrobiana dessa espécie, conferindo assim, seguranc¢a na sua utilizag¢do, desaconselhando
sua aplicacdo terapéutica caso a inexisténcia de atividade seja constatada. Além disso, a
possibilidade de um extrato vegetal se apresentar como uma potencial alternativa terapéutica
no tratamento de micoses causadas por leveduras, como também, a perspectiva do isolamento
de substancias que apresentem eficacia consideravel (MENEZES et al., 2009), efeitos colaterais

mais amenos e reduzida toxicidade (SILV A, 2012), justificam esta pesquisa.
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2 OBJETIVO GERAL

v

Investigar a possivel atividade antiftingica da planta Sida planicaulis, por
triagem microbiolégica, no que diz respeito a avaliacdo de seus extratos
etandlico bruto, fase hexanica, cloroférmica, acetoetilica e hidroalcodlica sobre
as leveduras Candida tropicalis, Trichosporon inkin LM-67, Geotrichum 57839
e Rhodotorula spp.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Fungos

Os fungos sdo seres onipresentes, que se difundem na natureza, através de esporos, que
sdo estruturas de reproducio, por diversos meios, como ar, insetos, 4gua, animais, dentre outros
(MISHRA; DUBEY, 1994; NOVAK; ALMEIDA; SANTOS, 2002). Esses microrganismos
foram classificados como plantas até 1969 e, mais tarde, inseridos em um reino separado,
denominado Fungi. Refere-se a um reino de abundante diversidade, apresentando desde
espécies de estrutura simples, que crescem como organismos unicelulares, a espécies de
organizacdo complexa, com hifas ramificadas que produzem uma notdvel diversidade de
esporos e outras estruturas reprodutivas (ADAMS, 2004; LEME et al., 2011). Apesar da
estimativa de que existam cerca de 1,5 milhdo de espécies de fungos, apenas cerca de 74 mil
espécies foram descritas (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Os fungos de importancia médica, implicados nas incidéncias de micoses, sdo de dois
tipos morfolégicos (Figura 1, p. 20): leveduras, que sdo unicelulares, e bolores ou fungos
filamentosos, que sdo multicelulares (ANVISA, 2004). No entanto, existe um terceiro grupo
denominado dimorfico. Esse grupo pode apresentar uma morfologia leveduriforme ou
filamentosa, em detrimento da temperatura a qual é submetido, apresentando-se como
filamentoso, quando exposto a temperatura ambiente (25-28°C), ou como levedura, na
temperatura de 37-39°C (SIDRIM; ROCHA, 2010).

A célula fungica por apresentar-se, estruturalmente, bem compartimentada, com
membrana celular envolvendo os cromossomos e o nucléolo, enquadram-se no grupo dos
eucariontes (PRADO, 2007). Constituida basicamente por: membrana, citoplasma com
organelas distribuidas aleatoriamente e um nucleo, encarregado de armazenar o material
genético (FUKUDA et al., 2009). O desenvolvimento da parede celular, camada externa a
membrana, € imprescindivel para o desenvolvimento e sobrevivéncia dos fungos nos diferentes
meios em que este pode ser encontrado (PINTO; BARRETO-BERGTER; TABORDA, 2008).

Estacdo do ano, localizacao, umidade relativa do ar, entre outros, sdo alguns dos fatores
que interferem no desenvolvimento de um fungo, sendo seu crescimento dividido em duas
fases: vegetativa e reprodutiva. Dessa forma, sua estrutura morfoldgica no estado parasitario
difere da apresentada in vitro (LEME et al., 2011).

A reproducdo flingica ocorre por meio de esporos, estruturas reprodutivas constituidas

de uma ou mais células. E estes podem ser formados assexuadamente, gerados por mitose
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(mitésporos) que podem ser dos tipos: conidios, esporangios, clamidésporos ou artrésporos.
Partindo das hifas (Figura 1, p. 19), os conidios ddo origem a estruturas denominadas
conidi6foros. Estruturas em forma de saco, chamadas esporangios, por meio de clivagem,
convertem seu conteddo em um ou muitos esporos. Utilizando flagelos, alguns desses esporos
podem nadar, sendo denominados zodsporos. Sdo chamados aplandsporos, os esporangiéforos
imoveis. A formagdo dos clamiddsporos ocorre, quando em alguns fungos, as células das hifas
aumentam, ganham uma forma arredondada com uma parede espessa e separam-se. A
fragmentacdo da hifa, em fungos hifais ou gemas em fungos leveduriformes, resulta em

artrésporos (ALTERTHUM, 2001; AGRIOS, 2005).

Figura 1 - Estruturas microscépicas basicas dos fungos: (a, b e ¢): Filamentosos; (d): Leveduras.

& hifa continua b.hifa septada hidina

o blastoconidios de leveduras

Fonte: ANVISA, 2004.

Sdo seres incapazes de produzir seu proprio alimento, isentos de pigmentos
fotossintéticos capazes de transformar a energia luminosa em compostos organicos provedores
de energia e, por isso, heterotréficos (PRADO, 2007).

Fisiologicamente, se adaptam a condi¢Oes insuportdveis para a maioria dos
microrganismos, podendo crescer em substratos com concentra¢des elevadas de agucar, ja que
sdo pouco sensiveis a altas pressdes osmdticas; suportam pH entre 2,0 e 9,0, sendo que o pH

considerado 6timo para a maioria das espécies estd em torno de 5,6. Ainda que a faixa de
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temperatura considerada 6tima para o crescimento da maioria dos microrganismos esteja entre
22 e 30°C, podem se desenvolver, também, numa ampla faixa de temperatura. Existem espécies
com crescimento observado em temperaturas entre 35 e 37°C, ou em temperaturas superiores e
os chamados psicroéfilos, que crescem bem a temperatura de refrigeracdo (PUTZKE; PUTZKE,
2002; ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Sao influenciados por diversos fatores e entre esses a luminosidade, essa interfere no
desenvolvimento fiingico atuando na decomposi¢do de substancias nutritivas ou de modo direto
sobre o metabolismo, como, por exemplo, interferindo na biossintese de pigmentos
carotenoides. Quando se trata da atmosfera, o oxigénio e diéxido de carbono apresentam papel
fundamental no metabolismo de grande quantidade de espécies fungicas (SIDRIM; ROCHA,
2010).

A alta producdo de propagulos de disseminacdo € responsavel pela eficiéncia da
dispersdo fungica, sendo os esporos, principalmente os de origem assexuada, os mais
importantes e sdo estruturas formadas em alta quantidade nesse processo. Assim como o0s
esporos, fragmentos de micélio vegetativo ou outras estruturas fingicas, também podem se
apresentar como propagulos de disseminagdo dos fungos e o ar atmosférico como a principal
via de disseminacdo (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Os fungos podem infectar o organismo de diversas formas e a manifestacdo dessas
infec¢des podem ser rdpidas e passar despercebidas, ou graves e por vezes letais (SOMENZI;
RIBEIRO; MENEZES, 2006). A semelhanca entre as célula fungica e a hospedeira se apresenta
como um desafio na elaboragdo de estratégias terap€uticas especificas direcionadas aos fungos
que causam essas infeccdes e que sejam atoxicas para o hospedeiro (SCHAECHTER et al.,

2002).

3.2 Leveduras

Denomina-se levedura (Figura 2, p. 21) um subgrupo de Ascomycetos, que representam
uma subunidade na classificacdo taxondmica dos fungos, sendo os leveduriformes observados
em grande quantidade de espécies fungicas. Estdo inseridos nesse grupo, os fungos que
apresentam um tnico nudcleo por célula. Apresentam uma forma de divisdo diferenciada, isto &,
elas se dividem por brotamento simples, ou por brotamento-fissao, ou, ainda, por divisdo binaria
e assim se diferenciam dos fungos filamentosos (SIDRIM; ROCHA, 2010).

Ainda segundo os autores supracitados, possuem padrao morfoldgico muito similar, isto

€, tanto em parasitismo como nos isolados primadrios, as leveduras se apresentam arredondadas
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ou ovaladas, com raras excec¢des, ndo exibindo, assim, estruturas distintas relacionadas a
reproducdo sexuada ou assexuada. Por este motivo, para sua classificacdo, faz-se uso da

evidenciacdo dos padrdes bioquimicos e enzimaticos.

Figura 2 - Estruturas leveduriformes observadas ao microscépio éptico provenientes de amostras positivas: (1 e

2): Blastoconideos apresentando ou nido brotamentos; (3): Pseudo-hifas de cepas de C. tropicalis e de C.

albicans (4).

Fonte: MENDES, 2011.

Sao microrganismos capazes de colonizar humanos e animais, entretanto, frente a perda
do equilibrio parasito-hospedeiro, ocasionam quadros infecciosos que podem se manifestar sob
a forma localizada ou disseminada (ANVISA, 2004). Em geral, suas colonias se apresentam
glabras, de coloracdo branca ou bege (SIDRIM; ROCHA, 2010), de superficie lisa, pastosas ou
cremosas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Nos meios de cultura usuais para isolamento flingico ndo € possivel distinguir
macroscopicamente a maioria das leveduras. Entretanto, algumas espécies apresentam
caracteristicas peculiares, como a Rhodotorula spp., que podem exibir coldnias de coloracao
alaranjada; Cryptococcus spp., em virtude da presenca da cdpsula, em geral, colonias mucoides;
enquanto as de Trichosporon spp., aspecto seco e superficie rugosa, e as demaceas ostentam

colonias de coloragdes negras (SIDRIM; ROCHA, 2010).
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Algumas leveduras apresentam pseudo-hifas (Figura 2, p. 21), que sdo formadas, com
frequéncia, no decurso do brotamento simples, que ainda que por motivos ndao bem esclarecidos,
autores associam a viruléncia da espécie (SIDRIM; ROCHA, 2010).

Denominadas leveduroses ou micoses mucocutaneas, as infeccdes flingicas causadas
por estes patégenos, podem ser de fonte enddgena, quando o fungo pertence a microbiota
normal do hospedeiro ou exdgena, quando carreado por outros individuos (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

Candida tropicalis, Trichosporon inkin, Geotrichum spp. € Rhodotorula spp., sdo
exemplos de leveduras usualmente envolvidas em infec¢des micOticas. A primeira €
reconhecida como a segunda espécie mais isolada, implicada em 4% a 24% dos casos de
candidemia (OLLIVIER et al., 2008; MENEZES, 2009). A segunda € o agente etiologico
classico de uma micose superficial estrita, a piedra branca (SIDRIM; ROCHA, 2010). Quando
se trata do género Geotrichum, algumas espécies podem estar relacionadas as patologias do
sistema respiratorio e do trato-gastrointestinal de humanos, ocasionando infec¢des oportunistas,
denominadas de Geotricose (GENTE et al., 2002; HOOG; SMITH, 2004; ALPER;
FRENETTE; LABRIE, 2011). Por ultimo, as espécies do género Rhodotorula que
frequentemente sdo associadas com infeccdes no sistema nervoso central (meningite e
ventriculites), oculares (endoftalmite e ceratite), endocardites e peritonites (TUON; COSTA,

2008).

3.3 Manifestacoes Clinicas

S@o denominadas micoses, um vasto espectro de infec¢des causadas por fungos
leveduriformes ou filamentosos que acometem humanos e animais. Sdo diversas as
consequéncias destas infec¢des fungicas (IF) nos hospedeiros. Sendo sua gravidade
determinada pela espécie do fungo envolvida e pelo sitio anatdmico acometido (BLANCO;
GARCIA, 2008). Esses seres sdo responsaveis por grandes prejuizos a saude, podendo nos
casos mais graves ocasionar morte (BURLAUD et al., 2010).

As micoses sdo classificadas em: superficiais (Figura 3 A, p. 23), localizadas na pele e
anexos; subcutaneas (Figura 3 B, p. 23), acometendo pele e tecidos subcutaneos; sistémicas ou
profundas (Figura 3 C, p. 23) agredindo, principalmente, 6rgdos internos e visceras, podendo
atingir muitos tecidos e 6rgaos diferentes. As infeccdes fungicas superficiais incluem as
micoses superficiais estritas, as dermatofitoses, as hialo-hifomicoses e feo-hifomicoses e as

micoses mucocutaneas ou leveduroses. Os fungos implicados nas micoses subcutineas, sao
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frequentemente isolados do solo ou vegetais, sendo essas infec¢des, em geral, adquiridas por
traumatismos com materiais contaminados, como vegetais e madeiras, podendo, também, ser
transmitidas por picadas de inseto e mordedura de animais. No que concerne as sist€émicas,
essas sdo originadas principalmente pela inalagdo de propédgulos fiingicos, transportados ao solo
pelos ventos. As espécies responsdveis pelas micoses profundas t€ém seu hébitat sobretudo no

solo (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Figura 3 - Representacdo de Infec¢des fungicas superficiais (A), subcutaneas (B), sist€émicas ou profundas (C).

A. Candidiase oral B. Esporotricose C. Paracoccidioidomicose

Fonte: PINHEIRO, 2014. Fonte: SILVA, 2015. Fonte: MARQUES, 2003.

As IF superficiais sdo as mais comuns, afetando pele, pelos, cabelo, as unhas, os 6rgaos
genitais e a mucosa oral (SOMENZI; RIBEIRO; MENEZES, 2006). Os fungos crescem
lentamente e, por isso, as micoses sdo geralmente cronicas, de longa duracio (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2002; TRABULSI; ALTHERTUM, 2008).

As leveduras do género Candida causam a chamada candidiase, também denominada
candidose. O agente causal mais frequente é a Candida albicans, entretanto, outras espécies
tém sido identificadas como: Candida tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C.
Kefyr, C. guilliermondii e C. lusitanae (TRABULSI; ALTHERTUM, 2008). Essa micose pode
atingir a superficie cutdnea ou membranas mucosas e ocasionar onicomicose, candidose oral,
intertrigo, paroniquia, candidose vaginal entre outras manifestacdes (BRASIL, 2004).

Também chamada de estomatite cremosa ou sapinho, a candidiase da mucosa oral
(Figura 3 A, p. 23), apresenta-se como placas brancas, isoladas ou confluentes, aderentes a

mucosa, com aspecto membranoso, por vezes rodeadas por halo eritematoso. Sua incidéncia é

maior em pacientes gravemente enfermos e em recém-nascidos na ocasido em que €
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correlacionada com a candidiase da mucosa vaginal da mae. Quando presentes em pacientes
inseridos nos grupos de maior risco, a candidiase oral € considerada um indicador da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (TRABULSI; ALTHERTUM, 2008).

Nas dltimas duas décadas, leveduras antes consideradas ndo-patogénicas, emergiram
como agentes etioldgicos oportunistas principalmente em pacientes imunocomprometidos,
como as leveduras do género Rhodotorula (TUON; COSTA, 2008; MICELI, DIAZ; LEE,
2011).

Enfermos portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), ou que apresentam
defesas imunitdrias comprometidas, representam grupos que frequentemente manifestam
micoses graves. Nessas condi¢des, os fungos podem atingir os 6rgdos internos, expandir-se ao
sangue e se tornar fatais (SOMENZI; RIBEIRO; MENEZES, 2006).

As micoses ndo constituem doengas de notificacdo compulsoria, dessa forma, ndo é
possivel se ter um conhecimento preciso da dimensdo do problema. Evidenciando a necessidade
imediata da realizacdo periddica de estudos que fornecam uma visdo mais fidedigna da
frequéncia dessas infeccdes flngicas, de seus agentes etiologicos, em razdo dos aspectos
socioecondmicos, geograficos e climaticos, como medida de prevengcdo epidemioldgica

(ARAUJO et al., 2012).

3.4 Epidemiologia

Nesta tdltima década, os fungos t€m sido usualmente responsdveis pela incidéncia de
micoses. Segundo a organiza¢do mundial de satide (OMS), estdo inseridos no grupo dos 5
parasitas envolvidos nas 20 principais causas de mortes de origem microbiana no mundo
(TORTORA et al., 2002).

Candida e Criptococcus sdo géneros de leveduras apontadas como as mais
frequentemente envolvidas na causa de infec¢des micdticas (LACAZ; PORTO; MARTINS,
1991; ANAISSE, 1992; SIDRIM; ROCHA, 2010). Candida spp. foi notificada como o 6°
patégeno nosocomial e a 4* causa mais frequente de infeccdes de corrente sanguinea contraidas
em hospitais, pelo sistema de vigilancia operante de hospitais norte-americanos (ANVISA,
2004).

Colombo e colaboradores (2003), constataram padrdes de micoses por leveduras no
Brasil e evidenciaram elevada incidéncia de candidemia em hospitais de alta complexidade em
um estudo multicéntrico realizado durante dez anos. Sendo possivel a partir desse, determinar

a frequéncia de infe¢des micoéticas causadas por espécies especificas, observando que as
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infec¢des por C. glabrata sao incomuns no pais, enquanto C. parapsilosis e C. tropicalis sao
preponderantes (70%).

Em pacientes com cancer e em aproximadamente 25% dos transplantados (transplante
de medula 6ssea), candidiase sistémica é relatada em 20% a 40% (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008).

A maioria das infecgdes por Candida spp., cerca de 95%, em individuos
imunocomprometidos sdo ocasionadas por apenas 5 espécies: C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. Sendo C. lusitaniae, C. guillermondii e C. rugosa,
espécies responsdveis por uma pequena parcela dessas (BEDOUT; GOMEZ, 2010; SARDI et
al., 2013; YAPAR, 2014).

Um estudo realizado por Wingeter et al. (2007) observou em pacientes portadores de
HIV de ambos os sexos, que grande quantidade, 58% desses, exibiam culturas positivas para
Candida spp., com faixa etdria variando de 19 a 69 anos. Nessa pesquisa, a espécie
predominante foi a Candida albicans (93%), sendo Candida tropicalis e Candida glabrata,
responsaveis pelos 7% restantes.

Candida é considerada, sem duvidas, o género mais importante devido a alta frequéncia
com que acomete a populacdo, no entanto, existem outros géneros de leveduras que podem
causar infeccdes fungicas no ambiente hospitalar, pele e trato gastrointestinal dos pacientes e
funciondrios, onde Pichia (Hansenula), Rhodotorula e Trichosporon sdo apontados como 0s
principais géneros (ANVISA, 2004).

Estudos de ordem epidemioldgica, descrevem as leveduras do género Rhodotorula
como agentes desencadeadores em 0,5% a 2,3% dos casos de fungemia, sendo a administracao
indiscriminada de antibidticos, uso prolongado de nutricdo parenteral, devido aos casos de
desnutricdo secunddria em doengas crOnicas, os principais fatores envolvidos, chegando a
14,4% a mortalidade causada nos achados de fungemias por Rhodotorula spp. (TUON;
COSTA, 2008).

3.5 Diagnéstico Laboratorial

As micoses t€m o seu diagndstico microbioldgico feito através da verificagdo do fungo
no material clinico, em preparacdes microscopicas, exame histopatolégico e cultivos
complementados por provas indiretas, tais como testes intradérmicos, pesquisa de anticorpos
séricos e de antigenos circulantes (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Diversos sdo os

requisitos clinicos e, geralmente, sdo apenas presumiveis, necessitando muitas vezes da
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confirmacao em laboratério para que se tenha um diagndstico definitivo (SIDRIM; ROCHA
2010).

A microscopia direta é o método mais usual na grande maioria dos casos clinicos, e o
material clinico para exame microscépico depende do tipo da infec¢ao micética. Sua frequente
utilizacdo € justificada pela rapidez e sensibilidade do método, permitindo a visualizagdo
fingica e, em muitas situacdes, sua identificacdo. De forma geral, o material a ser analisado é
sujeito a clarificacdo por solucdo de hidréxido de potdssio para exame microscopico. Outras
vantagens da técnica sdo seu baixo custo, eficdcia, reprodutibilidade, demandando, porém,
profissional bem treinado (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Ainda segundo os autores supramencionados, caracteristicas morfoldgicas,
comportamento bioquimico e estruturas antigénicas sao analisadas na identifica¢do dos fungos.
Alguns exemplos sdo os 6rgdos de reproducao fingica, muito tteis na sua identificacao, sdao
muito vulnerdveis, sendo frequentemente indispensdvel recorrer a técnicas especificas de
cultura para que seu crescimento, desenvolvimento e manutengdo ocorram adequadamente. A
cultura fungica é, na maioria das vezes, indispensavel para o diagnostico especifico de grande
maioria dos fungos, sendo o meio de cultura mais utilizado o Agar Sabouraud Dextrose (ASD).

No diagnéstico de micoses causadas por leveduras, ao se observar o crescimento de
coldnias leveduriformes, deve-se proceder ao exame microscopico da mesma, fazendo uso de
preparacdes com solugdo salina, lactofenol azul de algoddo ou coloracao de Gram (SIDRIM;
ROCHA, 2010).

Os métodos de identificacdo de leveduras diferem dos de fungos filamentosos. Quando
trata-se das suas caracteristicas morfoldgicas, aspectos macroscopicos da colonia e
microscopicos da levedura sdao considerados. Deve ser investigada a presenca de cépsula, ascos,
blastoconidios, clamidoconidios, artroconidios, hifas, pseudo-hifas e formacdo de tubo
germinativo por meio de metodologia especifica, € ndo somente pela simples visualiza¢do do
fungo no isolamento primdrio. A andlise dos critérios bioquimicos (Quadro 1, p. 27) sdo
indispensdveis na identificacdo das leveduras. E assim, avalia-se a faculdade que as leveduras
possuem de fazer uso de carboidratos e compostos nitrogenados como origem de carbono e
nitrogénio, respectivamente (assimilacdo de carboidratos e nitrogénio ou auxograma) e de
fermentar também alguns carboidratos (fermentacao de carboidratos ou zimograma). Ademais,
provas enzimadticas: produgdo de urease ou fenoloxidase pelas leveduras estudadas, podem ser

utilizadas para sua detec¢ao (SIDRIM; ROCHA, 2010).
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Quadro 1 - Provas bioquimicas e enzimaticas para identificacdo das principais leveduras de interesse clinico.

Cultivo
Levedura Ta em Ur Assimilacdo Fermentacdo
lamina
Hifa | Ar Sa | Mal La | Ce | Tr | Ra I |[NO:J| Gl | Sa | Ma| Llaf Ral Tr
I — —
C. albicans + + - - + + - - + + - - + - + - - W
C. tropicalis - + - - + + - W + + + - - + "] + - - +
C. parapsilosis - + - - + + - W + + + - - + - - - - Y
C. krusei - + - - - - - - - - - - - + - - - - -
C.guilliermondii | - + - - + + - + + + + - - + + - - + "
C. glabrata - - - - - - - - + - - - - + - - _ _ +
C. neoformans - - - + + + - W + ") + + - - - - - - -
Geotrichum - + + - - - - - - - + - - v - - - - -
Trichosporon - + + W + + + + Y W + v - - - - - - -
Rhodotoruia sp | - - - + + v - W + + + - - - - - - - -
Saccharomyces | - - -l -1+ 1+ ] - - lv |+ |- - S T T N N A

Tg: tubo germinativo, Ar: artrésporo, Ur: urease, Sa: sacarose, Ma: maltose, La: lactose, Ce: celubiose, Tr:
trealose, Ra: rafinose, X: xilose, I: inositol, NOs: nitrato, Gl: glicose, +: pos, -: neg, V: varidvel.

Fonte: ANVISA, 2004.

A identificac@o de leveduras especificas como Candida albicans pode ser feita através
de provas fisioldgicas (Figura 4, p. 28) comuns e simples como: prova do tubo germinativo e
filamentacdo em cultivo em 1amina. Nessas € possivel avaliar a capacidade de producao de hifas
hialinas ramificadas que podem se fragmentar em esporos, chamados artroconidios. Essas hifas
estdo presentes nos géneros Geotrichum e Trichosporon. Entretanto, se a levedura apresentar
hifas hialinas ndo fragmentadas, provavelmente, essa pertence ao género Candida e, se
visualizadas formagdo de clamiddsporos caracteristicos, € Candida albicans. Leveduras do
género Rhodotorula, que como em regra, exibem coldnias com pigmento avermelhado ou
salmdo, sdo positivas na prova enzimatica da urease, assim como outros géneros, incluindo
Candida, ainda assim, outras caracteristicas podem ser utilizadas na sua identificacdo

(ANVISA, 2004).
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Figura 4 - Provas fisioldgicas para identificagdo dos principais géneros e espécies de leveduras.
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Fonte: ANVISA, 2004.

3.6 Tratamento

O arsenal terapéutico de farmacos antifingicos atualmente disponivel se situa nas
seguintes categorias: farmacos sist€micos (orais ou parenterais) para infecgdes sist€émicas ou
superficiais e farmacos de uso topico para infecgdes superficiais (KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2014).

De acordo com o seu modo de acdo (Figura 5, p. 29) os antifiingicos, de forma geral,
podem ser reunidos em quatro classes: os polienos, que causam alteragdes da membrana fingica
por interagirem com o ergosterol, exemplos destes fArmacos s@o a nistatina e anfotericina B e
as formulagdes lipidicas; os inibidores da sintese do ergosterol, principal componente da
membrana celular dos fungos, representantes deste grupo sdo os derivados azdlicos,
imidazodlicos e triazélicos (cetoconazol, fluconazol, voriconazol) e atualmente o posaconazol;

os inibidores da sintese de DNA e RNA (anédlogos das pirimidinas), onde se encontra inserida
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a flucitosina (pré-farmaco) que € convertida S-fluorocitosina (5-FC) pelas células fingicas e as

equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina), as quais inibem a sintese do 1,3-

B-D-glucano, principal integrante da parede celular fingica (SANGLARD; ODDS, 2002;

BERGOLD; GEORGIADIS, 2004).

Figura 5 - Alvos de medicamentos antifiingicos.
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Fonte: KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014.

Contudo, em consequéncia da limitada quantidade de fairmacos antifiingicos sist€émicos,
elevada toxicidade destes e aumento da resisténcia antifiingica apresentada por algumas
espécies, o tratamento da candidiase ndo tem se mostrado efetivo e, abrangente em sua
totalidade (KIRAZ; YASEMIN, 2011; KHAN; MALIK; AHMAD, 2012). O que justifica e
evidencia a necessidade de tratamentos alternativos e novas fontes de moléculas bioativas com

atividade antimicdética contra essas € outras leveduras.

3.6.1 Anfotericina B

Este farmaco (Figura 6, p. 30) possui uma importante atividade antifingica clinica
contra as leveduras Candida spp., Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis,
Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii, Coccidioides immitis, Paracoccidioides

braziliensis, Aspergillus spp., Penicillium marneffei e contra os responsiveis pela
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mucormicose. Entretanto, alguns isolados de Candida lusitaniae ja se mostram relativamente

resistentes (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANM, 2012).

Figura 6 - Formula estrutural da Anfotericina B.

Fonte: KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014.

3.6.2 Flucitosina

A flucitosina (5-FC) (Figura 7, p. 30) € utilizada, geralmente, em associacdo com a
Anfotericina B contra um reduzido espectro de infec¢des micdticas, como exemplo, no
tratamento de algumas micoses profundas, como aquelas causadas por Cryptococcus
neoformans e Candida spp. (SIDRIM; ROCHA, 2010). Nao sendo administrada isoladamente
em detrimento da sua sinergia observada com outros firmacos e para evitar o surgimento da
resisténcia secundaria (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). Administrada na sua
apresentacdo oral nas concentracdes de 50 a 150 mg/kg/dia, em quatro doses fracionadas a
intervalos de 6 h. Devendo sua posologia ser ajustada na redugdo da func¢ao renal (BRUNTON;

CHABNER; KNOLLMANM, 2012).

Figura 7 - Férmula estrutural da Flucitosina.

N
N

Fonte: KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014.
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3.6.3 Derivados azdlicos

Representam um grupo de compostos sintéticos, com estruturas quimicas semelhantes
e com amplo espectro de atividade antifingica (SIDRIM; ROCHA, 2010). Podem ser
classificados de acordo com o nimero de dtomos de nitrogénio no seu anel azdlico de cinco
membros (Figura 8, p. 31) em imidazoéis ou triazéis (KATZUNG; MASTERS; TREVOR,
2014).

Figura 8 - Representacdo do nucleo azdlico.
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Fonte: KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014.

Clotrimazol, miconazol, econazol, bifonazol, isoconazol, tioconazol, oxiconazol,
sertaconazol, terconazol e cetoconazol (Figura 9, p. 32) sdo os principais derivados
imidazolicos em uso clinico. Apenas o cetoconazol e o miconazol, dentre esses, sdo
administrados pelas vias topicas e parenteral, sendo os demais imidazdis empregados apenas
pela via tépica. Ja os derivados triazdlicos, por sua vez, sdo utilizados tanto por via oral como
por via intravenosa (SIDRIM; ROCHA, 2010).

Possuem largo espectro de acdo, sendo empregados contra Candida spp. € Cryptococcus
neoformans (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Outro farmaco utilizado no tratamento de candidiase, ¢ o miconazol, apresentando
potente atividade antifingica contra dermatéfitos e Candida spp., especialmente Candida
albicans. Clotrimazol, econazol, bifonazol, isoconazol, oxiconazol, sertaconazol e outros
(imidazdis topicos) possuem atividade restrita as micoses superficiais, do tipo dermatofitoses,
candidiase e pitiriase versicolor (SIDRIM; ROCHA, 2010). Destaca-se o fluconazol no
tratamento e profilaxia secundaria da meningite criptocdcica, além disso, reconhecido como o
agente mais empregado no tratamento da candidiase mucocutanea (KATZUNG; MASTERS;

TREVOR, 2014). No tratamento de candidiase vulvovaginal, ceratite micética, dermatofitoses,
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onicomicose e pitiriase versicolor, o itroconazol pode ser administrado (SIDRIM; ROCHA,
2010).

Figura 9 - Férmulas estruturais de antifingicos azdis.
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Fonte: KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014.

3.7 Resisténcia aos Antifiingicos

A incidéncia de infeccdes fungicas teve um aumento mundial nos dltimos anos, assim
como, os relatos de resisténcia de algumas espécies de fungos leveduriformes frente a acao dos
antifiingicos disponiveis, o que se deve, em grande parte, ao crescimento da sobrevida da

populacdo imunodeprimida, automedicagdo e uso de antimicrobianos de largo espectro.

Quando se trata dos mecanismos moleculares, sdo diversos os envolvidos na resisténcia
aos antifingicos. Alguns eventos podem desencadear essa resisténcia como as alteragdes do
sitio alvo das moléculas com agdo terapéutica, “sobre expressdo” da molécula alvo, reducao da
quantidade intracelular do farmaco (efluxo), extravio das proteinas transmembranares

(porinas), modificacdes na biossintese de esterdis e producdo de enzimas flingicas capazes de
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degradar as drogas administradas (Figura 10, p. 33) (GHANNOUM; RICE, 1999;
SANGLARD; ODDS, 2002).

Figura 10 - Mecanismos moleculares pelos quais a célula microbiana pode desenvolver resisténcia.
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(1)“Sobre expressdao” da enzima-alvo, de forma que o farmaco ndo impossibilita a reacdo bioquimica por completo;
(2) Alteracdo do alvo do farmaco para que esse ndo consiga se ligar; (3) A partir de uma bomba de efluxo o firmaco
€ expulso; (4) Impedimento da entrada do firmaco na membrana celular/ nivel da parede celular; (5) A célula tem
um caminho de desvio que compensa a perda de disfunc¢do da inibicdo em razdo da atividade do farmaco; (6)
Inibi¢do de “’enzimas’’ com agdo conversora de farmacos inativos nas suas formas ativa; (7) Enzimas com acéo

de degradacdo de farmaco sdo secretadas pela célula para o meio extracelular.

Fonte: GRANNOUM; RICE, 1999.

A capacidade de producado de biofilmes nas superficies, pelos fungos patogénicos, foi
outra possibilidade estudada para o surgimento de resisténcia fungica. Estes representam uma
possivel barreira a eficiente penetragdo dos farmacos com agdo antifungica (SANGLARD et
al., 2003).

Casos de resisténcia medicamentosa da levedura C. albicans frente a derivados azélicos
foram relatados em pacientes HIV positivos diagnosticados com candidose oral (REX et al.,

2000).
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Algumas espécies de Candida spp. apresentam resisténcia intrinseca relatada, enquanto
outras adquiridas, como exemplo a espécie C. krusei que apresenta resisténcia intrinseca ao
fluconazol, ao passo que C. tropicalis e C. glabrata, resisténcia adquirida (TAN et al., 2008).

A compreensdo dos meios responsdveis pela conferéncia aos fungos de resisténcia sdo
essenciais para o desenvolvimento de modificagdes estruturais nos antiftingicos disponiveis no
mercado. E essencial salientar que a baixa heterogeneidade, em se tratando de classes de
antifingicos, possivelmente, sugere a existéncia de disparidades ainda nio investigadas entre o
patégeno e a célula hospedeira, que podem ser tteis no planejamento e desenvolvimento de
novos farmacos que possuam a habilidade de atuar em fung¢des vitais da célula fingica (PERES
et al., 2010).

Diante da problemaética antecipadamente relatada, evidencia-se a urgente necessidade
de se introduzir novos agentes antifingicos no arsenal terapéutico disponivel, assim como, de

estratégias resolutivas frente a resisténcia flingica.

3.8 Consideracoes sobre o género Sida.

Com espécies bem representadas nas Américas, este género possui uma ampla
distribuicao neotropical de espécies. O Brasil € possuidor de aproximadamente 35 géneros e
400 espécies, com exemplares nas regidoes Nordeste e Sul e, em menor extensao, nas regioes
Norte, Centro-Oeste e Sudeste (BARROSO et al., 1991; SILVA et al., 2006).

Atualmente, estudos envolvendo o género Sida foram mundialmente intensificados
(ROSA, 2013). O uso popular de espécies de Sida vem sedo amplamente relatado na literatura
para diversas enfermidades. A utilizacdo de espécies de Sida no tratamento de diarreia, ulcera,
abscessos, furtinculos e seu emprego como antisséptico em ferimentos sdo ressaltados em paises
africanos (ADJANOHOUN et al., 1996; NOUMI; YOMI, 2000).

A atividade moderada contra Salmonella dysenteriae foi constatada por Dzoyem;
Pieme; Penlap (2010) nos extratos metandlicos de S. rhombifolia. Ja Konaté et al. (2012) em
sua pesquisa, relatou o relevante efeito de S. alba contra linhagens gram-positivas e gram-
negativas.

A espécie Sida cordifolia, popularmente conhecida como malva-branca ou guanxuma-
branca, no Brasil, € utilizada sem comprovacido cientifica no tratamento de estomatites,

bronquite asmdtica e congestdo nasal. Sendo suas agOes anti-inflamatdrias e analgésicas
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bastante considerdveis quando avaliados os seus extratos aquosos, validando assim, sua
utilizacdo popular (FRANZOTTT et al., 2000).

A utilizac@o de plantas medicinais no tratamento de micoses € uma préatica partilhada
nas comunidades rurais do nordeste brasileiro (BARBOSA JUNIOR et al., 2015). A grande
maioria das plantas desta regido sdo fontes de moléculas bioativas com atividade antifiingica
contra leveduras do género Candida spp., podendo atuar exclusivamente sobre estes patégenos
(MICHELIN et al., 2005).

Sida planicaulis (Figura 11, p. 35), popularmente conhecida como vassoura, encontrada,
também, na regido do Curimatad paraibano ndo apresenta, até o presente momento, estudos que
avaliem a sua atividade antimicrobiana, sendo assim, a escassez de literatura cientifica acerca
da atividade antifungica dos extratos dessa planta, ressaltam a necessidade de aprofundar as
investigacdes da flora brasileira e, principalmente, da nossa regido, sendo espécies de facil
acesso a populagdo e, desta forma, grande disponibilidade de matéria-prima e um tratamento
de baixo custo. A utiliza¢do de extratos vegetais como agentes antimicrobianos, apresenta um
reduzido risco de aumento da resisténcia microbiana, visto que, sdo misturas complexas,

dificultando a adaptabilidade do patégeno (DAFERERA et al., 2003).

Os resultados obtidos por Sobreira et al. (2015) apos testes realizados numa prospeccao
fitoquimica com Sida planicaulis Cav. (Malvaceae) evidenciaram a presenca de metabdlitos
secundérios com atividade bioldgica significativa conhecida. Sendo observada a presenca de
esteroides, triterpenos, saponinas, alcaloides, flavonoides e taninos, sendo os trés dltimos, os

compostos que predominaram na espécie.

Figura 11 - Sida planicaulis

Fonte: SCHWIRKOWSKI, 2009.
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Os problemas relatados e a auséncia de pesquisas que avaliem e comprovem a atividade
antifingica de Sida planicaulis sobre leveduras potencialmente patogénicas e, que

frequentemente s@o associadas a infeccdes fungicas, justificam essa pesquisa.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de Trabalho

Os testes de atividade antifingica foram realizados no Laboratério de Microbiologia do
Centro de Educacgdo e Saide-CES (J11), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG),
campus Cuité/PB.

4.2 Produtos Naturais

Os extratos utilizados nos ensaios microbiolégicos foram cedidos pela professora Dr”.
Danielly Albuquerque da Costa, docente da Universidade Federal da Paraiba, sendo os extratos
oriundos do projeto “Prospeccdo fitoquimica de Sida planicaulis Cav. (Malvaceae)” que foi
desenvolvido como parte do Programa Institucional de Voluntarios de Iniciacdo Cientifica
(PIVIC) com vigéncia 2014-2015.

A espécie Sida planicaulis foi coletada em abril de 2014, no bairro Eucalipto, municipio
de Cuité-PB, com o acompanhamento e supervisdo do botanico Prof. Dr. Carlos Alberto Garcia
Santos. Preparou-se uma exsicata para identificacdo do material coletado, sendo essa depositada
no Herbdrio do Centro de Educacdo e Sauide, na UFCG, sob o c6digo 201 (SOBREIRA et al.,
2015).

Ainda segundo o autor supracitado, na obtenc¢do dos extratos foram utilizadas as partes
aéreas da espécie, sendo estas submetidas a secagem a temperatura ambiente e posteriormente
triturada em moinho mecanico, obtendo 1.800 g de p6. Este, por sua vez, foi submetido a
maceracdo em etanol 96% durante 48 h, sendo o processo repetido seis vezes. A solugdo obtida
foi concentrada em evaporador rotativo, resultando em 162, 28 g de extrato etandlico bruto
(EEB). No processo de particionamento, que ocorreu logo apds a obtengdo do EEB, foram
utilizados solventes com gradiente crescente de polaridade, como: hexano, cloroférmio e
acetato de etila. As solugdes extrativas resultantes apds o particionamento foram concentradas
em evaporador rotativo resultando em 39,10 g da fase hexanica, 21,68 g da fase cloroférmica,
2,41 g da fase acetato de etila e 67,96 g da fase hidroalcéolica

Os produtos disponibilizados permaneceram armazenados em um frasco dmbar e
mantidos sob refrigeracdo a uma temperatura inferior a 4°C, no Laboratério de Microbiologia.
As solugdes foram preparadas no momento de execucdo dos ensaios, dissolvidas, quando

necessario, em DMSO (dimetilsulféxido) e/ou Tween 80.
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Para a realizacdo dos testes antiftingicos amostras correspondentes a 0,01 g de EEB e das
fases hexanica, cloroférmica, acetoetilica e hidroalcodlica (Figura 12, p. 38) foram devidamente
pesadas em balanca analitica e, posteriormente, diluidas em 1 mL de dgua destilada, obtendo
assim, uma concentracdo inicial de 10.000 pug/mL (Figura 13, p. 38). Sendo necessdria a adicao
de Tween 80 e DMSO para a homogeneizagdo das fases. Todas as dilui¢des foram preparadas

no dia da execugdo dos testes.

Figura 12 - Extrato bruto e fases Figura 13 - Solugdes preparadas contendo o

extrato, dgua destilada, Tween 80 ou DMSO.

Fonte: Pesquisador, 2016. Fonte: Pesquisador, 2016.

4.3 Fungos

As leveduras (Figura 14, p. 39) utilizadas nos ensaios de atividade biol6gica do EEB e
fases de Sida planicaulis sdo provenientes de isolados clinicos e foram cedidas pelo laboratério
de Microbiologia (J11) do Centro de Educagdo e Saide (CES) da Universidade Federal de

Campina Grande (UFCG). E consistiram nas seguintes espécies:

v Candida tropicalis, Trichosporon inkin LM-67, Geotrichum 57839 e Rhodotorula
spp-
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Figura 14 - Cepas fiingicas utilizadas nos ensaios microbiolégicos.

Fonte: Pesquisador, 2016.

4.4 Meio de Cultura

Agar Sabouraud Dextrose (ASD) foi o tinico meio de cultura utilizado nos ensaios
microbioldgicos, preparado de acordo com as instruc¢des do fabricante. Sendo solubilizado com

dgua destilada e esterilizado em autoclave, a 121 °C por 15 minutos.

4.5 Inoculo

Na preparacao do inéculo dos fungos leveduriformes, os isolados foram primeiramente
cultivados em meio ASD inclinado a 35 °C por 24 horas (overnight) (Figura 15, p. 40).

Inicialmente foram preparadas suspensdes dos microrganismos em tubos contendo
salina estéril (NaCl a 0,85% p/v). Todas as suspensdes foram agitadas por 2 minutos com
auxilio do aparelho Vortex. Apds agitacdo, cada suspensdo teve sua turbidez comparada e
ajustada aquela apresentada pela suspensdo de sulfato de bario do tubo 0,5 da escala McFarland,
a qual corresponde a um inéculo de aproximadamente 10° unidades formadoras de colénias/mL

(UFC/mL). Todas as suspensdes foram preparadas no momento da execucgdo dos testes.



40

Figura 15 — Representagio esquemadtica da preparagio do inéculo de Rhodotorula spp.
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Fonte: Pesquisador, 2016.

4.6 Atividade Antifangica in vitro

A triagem microbioldgica para avaliacdo do potencial antifiingico dos produtos foi
realizada com base na técnica de difusdo em meio sélido com discos de papel de filtro
(HADACEK; GREGER, 2000). Cada placa de Petri (90 x 15 mm) estéril, recebeu 20 mL do
meio ASD fundido a 50°C. Ap6s solidificagdo dos meios, as placas foram semeadas com a
suspensdo recém preparada de cada microrganismo (10° UFC/mL) com auxilio de um swab
estéril. Em seguida, discos de papel de filtro embebidos com 20 puL. do produto teste foram
depositados na superficie do meio de cultura ao centro da placa. Todo o sistema ficou incubado
a 36°C por 24/48 horas (Figura 16, p. 41). Os ensaios foram realizados em triplicata e o
resultado expresso pela média aritmética dos halos de inibicdo obtidos. Sendo a atividade

antifiingica considerada positiva quando a média dos halos de inibi¢do for superior ou igual a
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10 mm de didmetro. Utilizou-se ASD com 0 microrganismo como controle positivo e somente

ASD como controle negativo.

Figura 16 - Representagdo esquematica da metodologia de Triagem microbioldgica.
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Fonte: Adaptado de MENDES, 2011.
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Os resultados obtidos apds os testes de triagem microbioldgica para avaliagdo da

atividade antifingica dos extratos etandlico bruto e fase hexanica, cloroférmica, acetoetilica e

hidroalcodlica de Sida planicaulis sobre as cepas de Candida tropicalis, Trichosporon inkin

LM-67, Geotrichum 57839 e Rhodotorula spp. evidenciaram resisténcia fungica nas condicdes

experimentais utilizadas, uma vez que nao foram obtidos halos de inibi¢do (Tabela 1, p. 42),

nao sendo o EEB e fases capazes de inibir o crescimento de nenhuma das cepas avaliadas

(Figura 17, p. 43).

Tendo em vista a auséncia de atividade antifingica observada, as etapas posteriores ao

screening microbioldgico (Concentragao Inibitéria Minima e Concentracao Fungicida Minima)

nao foram realizadas.

Tabela 1 - Resultados do screening de atividade antifingica do EEB e fases do extrato da planta Sida

planicaulis.
HALOS DE INIBICziO (mm)
FUNGOS Extrato Fase Fase Fase Fase
LEVEDURIFORMES etanélico hexanica hidroalcodlica acetoetilica cloroférmica
bruto
Trichosporon inkin Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
LM-67
Candida tropicalis Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Rhodotorula spp. Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Geotrichum 57839 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
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Figura 17 - Auséncia de atividade antifiingica da fase hidroalcodlica de Sida planicaulis evidenciada pela
auséncia de halos de inibi¢do e presenga de crescimento das leveduras avaliadas: (A) Trichosporon inkin; (B)

Candida tropicalis.

Fonte: Pesquisador, 2016.

A inexisténcia de estudos na literatura cientifica que avaliem a atividade antiftingica da
espécie Sida planicaulis impossibilita a comparacdo de dados com outras pesquisas que
avaliaram a mesma espécie vegetal. Contudo, a atividade antifingica e, também, a auséncia
desta, tem sido relatada para outras espécies do género Sida. Sendo os resultados obtidos nesta
pesquisa, semelhantes aos de Assis (2016) para os extratos EEB e fases hexanica (HEX), acetato
de etila (AcOEt), hidroalcodlica (EtOH: H20O) e diclorometinica (CH2Cly) de Sida
santaremnensis (H. Monteiro) sobre leveduras da espécie Candida albicans (ATCC 76485 e
76645), através do teste de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM).

Anteriormente a ultimo estudo citado, Nascimento et al. (2015) avaliou através de CIM
e CFM a atividade antiftingica do extrato etandlico bruto e fases da S. santaremnensis sobre 12
cepas de Rhodotorula spp. Sendo sua acdo observada no extrato etandlico bruto e nas fracdes
acetato de etila e diclorometanica sobre trés cepas de Rhodotorula spp., apresentando também
acdo fungicida.

Ferreira (2016) avaliando a atividade antifungica do EEB de Sida cilaris Linné
(Malvaceae), sobre as leveduras Candida tropicalis, Thichosporon inkin e Rhodotorula spp.
também nao observou atividade antiftingica.

Rosa (2013) avaliou a atividade antifingica do extrato aquoso de Sida tuberculata R. E

FRIES (Malvaceae) através de screening microbiolégico sobre onze linhagens de fungos
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patogénicos, obtendo resultados promissores para Candida krusei, com efeito fungistitico em
concentracdes baixas tanto nos extratos obtidos das folhas, como nos das raizes.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Sida cordifolia L. foi avaliada frente os
fungos leveduriformes Candida albicans (ATCC 90028), Candida guilliermondii (LM 28),
Candida krusei (LM 07), Candida stellatoidea (LM 96), Candida tropicalis (LM 25) e
Trichosporon inkin por Nunes et al. (2006). Entre as cepas avaliadas, somente C. stellatoidea
se apresentou resistente ao 6leo essencial. As cepas que apresentaram maior sensibilidade foram
C. guilliermondii e Trichosporon inkin.

E notdvel que as espécies do género Sida apresentam diferentes acdes antiftingicas
quando avaliadas sobre fungos leveduriformes, tornando-se de suma importancia frisar que as
condi¢des ambientais, tais como: irradiacdo solar, disponibilidade de d4gua, nutrientes e o clima
a qual foi submetida a planta fonte do extrato testado, como também, a €poca na qual foi
coletada, exercem influéncia direta sobre a produgdo e a concentracao de principios ativos. Os
diversos mecanismos de resisténcia fungica desenvolvidos, peculiares de cada microrganismo
e que se apresentam como um desafio na elaboracio de novos farmacos. Assim como, o nimero
de espécies de leveduras utilizado nesse ensaio, quatro leveduras, sendo uma cepa de cada

espécie, podem justificar a auséncia de atividade antifiingica observada nesta pesquisa.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos permitem concluir que esta espécie vegetal ndo apresentou,
nestas condi¢cdes experimentais, atividade antifingica frente as leveduras Candida tropicalis,
Trichosporon inkin LM-67, Geotrichum 57839 e Rhodotorula spp., sendo assim, tal fato deve
ser levado em consideracao para um futuro uso da S. planicaulis contra as leveduras citadas.

Ainda que constatada a resisténcia fungica aos extratos avaliados, este resultado
contribui para o conhecimento da potencialidade terap€utica dessa espécie de Sida. Vale
ressaltar que este é o primeiro relato da atividade antifingica dos extratos etandlico bruto e
fases de Sida planicaulis, o que contribui para o enriquecimento do conhecimento da atividade

antimicrobiana do género Sida e das espécies da nossa regido.
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