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RESUMO

A candidiase vulvovaginal é uma infeccdo muito comum causada por fungos do tipo
leveduras do género Candida. Seu tratamento necessita de uma aten¢cdo maior, pois caso ndo
receba a atencéo e os cuidados necessarios, pode acarretar outros problemas de salde para as
mulheres. As infec¢BGes causadas por essas espécies de leveduras tém sido recorrentes nos
ultimos anos, devido a resisténcia aos principais ativos utilizados para combater esses fungos.
Por esse motivo é necessario buscar novas formas de combater esses micro-organismos
causadores dessas infecgBes. Nesse sentido, este estudo tem a finalidade de investigar a
atividade antifungica da planta Combretum lanceolatum (pombeiro vermelho) a partir do
extrato etandlico obtido de folhas e galhos. Os extratos foram testados em linhagens de
Candida a fim de avaliar sua acdo antifungica com o objetivo de obter um produto que possa
ser utilizado no tratamento da candidiase. O extrato etandlico dos galhos (EECLG) mostrou-
se mais eficiente, com valores de CIM variando entre 3,9 pg/mL e 125 pg/mL, especialmente
contra Candida albicans. A concentracdo inibitoria minima (CIM) de 11,7 pg/mL foi obtida
com C. albicans IC-CAO03 isolada em ensaios clinicos, sugerindo potencial terapéutico
promissor, considerando a resisténcia crescente de fungos como Candida albicans a
antifingicos comerciais. Esses resultados corroboram o uso de especies do género
Combretum como alternativas naturais no tratamento de infecgdes fungicas.

Palavras-Chaves: Biotecnologia; Produtos naturais; A¢do antifungica, Candida


mailto:g.luz@acad.ifma.edu.br
mailto:alisonsantana@acad.ifma.edu.br
mailto:cristinamonteiro@ifma.edu.br
mailto:flavia_cutrim@ifma.edu.br
mailto:yrlanivea@ifma.edu.br

Orgéo financiador: FAPEMA

INTRODUCAO

As espécies do género Candida apresentam estrutura celular caracteristica dos seres
vivos do Reino Fungi, que inclui parede celular de quitina e membrana citoplasmatica
fosfolipidica, constituida por proteinas que agem como enzimas, e o ergosterol. Em condi¢cfes
Otimas de crescimento, com nutrientes especificos e temperatura ideal, crescem
exponencialmente em forma de blastoconidios (MODRZEWSKA; KURNATOWSKI, 2013).

Dos fungos leveduriformes responsaveis por causar doengas em humanos, as espécies
pertencentes ao género Candida aparecem em destaque (SILVA et al., 2012). C. albicans é
uma espécie prevalente em infecgdes causadas por este género. No entanto, o nimero de relatos
de infeccBes causadas por espécies de Candida ndo-albicans, como C. glabrata € crescente. O
principal problema destas espécies € a alta incidéncia de infec¢cbes em adultos associada a
elevada mortalidade, decorrente do aumento de microorganismos que apresentam resisténcia
aos antifungicos (PFALLER etal., 2010; CASTANHEIRA et al., 2016).

Atualmente houve um crescimento de leveduras resistentes do género Candida frente
aos antifungicos disponiveis no mercado. Isto faz com que haja necessidade de pesquisas em
plantas, na busca de atividades antifungicas (ABILIO, 2015).

Por esse motivo é necessario buscar novas formas de combater esses microorganismos
causadores dessas infecc¢des. O uso de plantas para tratamento de forma alternativos de doencgas
vem sendo uma pratica muito comum no decorrer dos anos. Estudos afirmam que os extratos
de algumas espécies de plantas possuem componentes antiflngicos que podem ser utilizados
no tratamento da CVV.

Neste trabalho foi realizado a producdo do Extrato Etandlico de Combretum
lanceolatum. Logo apds foi realizado o teste em meio liquido (microdiluicdo) em placa de 96

pocos para determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM).

MATERIAL E METODOS
Obtencédo do Extrato Etandlico

A preparacao do extrato etanélico serd realizada através do método de maceracdo em
etanol/agua, pelo periodo de 10 dias, utilizando alcool etilico a 50%, sendo posteriormente

filtrados e armazenados em frasco ambar. Aliquotas serdo secas a 55°C, até obtenc¢édo de pellets



que serdo ressuspendidos em 10 ml de DMSO 1% (Dimetilsulfoxido 1%), e posteriormente
filtradas com microfiltro 22 pm (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).
Microorganismos utilizados

Serdo utilizadas duas amostras de Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis e Candida glabrata provenientes de secrecdo vaginal previamente identificadas e
estocadas no Laboratorio de Biologia do Instituto Federal do Maranhdo. Os inoculos serdo
padronizados na escala 0,5 de McFarland correspondendo a uma concentracdo de 106
celulas/mL.

Ensaio em meio s6lido por difusdo em Agar

Os ensaios de avaliacao da atividade antifungica dos extratos serdo conduzidos através
do método de difusdo em Agar utilizando cavidades em placas. Serdo inoculados, em placas de
agar Sabouraud com cloranfenicol (Becton Dickinson GmbH, Alemanha) 100 pl da solucdo
padronizada com auxilio de swabs estéreis.

Serdo feitos pogos de 8 mm de didmetro e adicionadas aliquotas de 50 pul dos extratos
brutos em cada pogo. O ensaio sera realizado em duplicata e como controles serdo utilizados o
antifungico Nistatina (128 mg ml-) e o solvente DMSO 1%. As placas seréo incubadas por 48
horas a 37°C e ap0s esse periodo sera feita leitura dos diametros dos halos com auxilio de régua
milimetrada.

Ensaio em meio liquido

O ensaio em meio liquido sera realizado em microplacas de 96 pogos de fundo chato.
O extrato serd diluido em meio RPMI na propor¢do de 1:1 ml. Em cada microplaca serdo
adicionados aos pocos o extrato diluido e o indculo (1:1, v:v). Além dos pocos testes serdo
utilizados controles de meio e indculo (1:1, v:v); extrato diluido e salina (1:1, v:v); fluconazol
e inoculo (1:1, v:v); DMSO 1%, meio e inéculo (0,5:0,5:1, viv:v).

As placas serdo incubadas por 48h a 37 °C. Os testes serdo feitos em triplicata e o
resultado sera obtido por quantificacdo da absorbancia em leitor de microplacas (bioMérieux
Reader 250 Version 2.0.5) no comprimento de onda de 450 nm. Os extratos que obtiveram
resultados positivos serdo submetidos a avaliagdo da concentracédo inibitéria minima (CIM).
Ensaio para determinar CIM (concentracdo inibitoria minima)

A concentracdo inibitoria minima dos extratos sera determinada pelo ensaio de
microdiluicdo em caldo de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
padrdol7. O in6culo padronizado na escala de 0.5 de McFarland sera diluido na proporcdo de

1:50. Os ensaios serdo realizados em placas de microtitulagdo de poliestireno com 96 pocos.



Os extratos serdo testados nas dilui¢es de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 diluidos em meio
RPMI e em seguida adicionados 100 pL de suspensdo celular padrao. As microplacas serao
incubadas a 37°C por 48 h e ap0s esse periodo sera feita leitura em leitor de ELISA (bioMérieux
Reader 250 Version 2.0.5) a 450nm para determinar as CIMs.

As CIMs que apresentardo inibicdo serdo semeadas com a ajuda de um swab estéril
em placas de Agar Sabouraud dextrosecloranfenicol para determinar se o extrato tem caréter

fungicida ou fungistatico.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Obtencéo de material vegetal

O material vegetal utilizado para a preparacéo dos extratos foram galhos e folhas da
espécie Combretum lanceolatum, coletado em julho de 2021, no municipio de Campo Maior
(Piaui, Brasil), nas coordenadas geograficas: S 04° 46° 03,5, W 42° 10’ 49.9”, altitude 101m.

A identificacdo botanica da espeécie foi feita por uma especialista do Departamento de

Biologia da Universidade Federal do Piaui, com quem se mantém uma parceria.
Preparacéo dos extratos

O material vegetal oriundo dos galhos e folhas de C. lanceolatum (505 g) foi seco, a
temperatura ambiente, moido em moinho de facas e submetido a maceragdo com etanol (95%)
por seis vezes consecutivas (com eventuais agitacoes e sendo deixado em repouso por pelo
menos 12 horas antes da retirada do sobrenadante por filtragdo simples), com intervalos de
tempo de 72 horas, sucessivamente. O solvente organico foi removido em evaporador rotativo
a pressdo reduzida em aquecimento entre 40-50°C e a &gua residual foi removida por

liofilizacdo.

Determinacdo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

Inicialmente foram feitos testes para determinacdo da concentracao inibitéria minima
(CIM) com linhagens de bactérias (Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus
ATCC 29213) e leveduras (Candida albicans ATCC 90028 e Candida krusei ATCC 6258) de

referéncia para se verificar o potencial de acédo do extrato.



A tabela 1 mostra que os valores da CIM do extrato etandlico produzido a partir dos
galhos (EECLG) variaram de 3,9 a 125 pg/m, tendo melhor agéo para as leveduras do que para
bacteérias.

Os valores da CIM para o extrato etandlico produzido a partir das folhas (EECLF)
foram maiores, com valores entre 7,8 a 250 pg/mL, com melhor atividade para C. albicans.

Foram testadas fracGes preparadas ap0Os separacdo com solventes de diferentes
polaridades a partir do EECLG. Destas, as fragfes aquosa, precipitado e acetato de etila tiveram

maior inibi¢cdo com valor de 125 pg/mL (Tabela 1).

Tabela 1. Valores da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos etandlicos
bruto de Combretum lanceolatum galhos (EECLG) e folhas (EECLF) e das fragdes (hexanica
- FH; acetato de etila - AcCOELt) do extrato dos galhos contra bactérias e leveduras de referéncia.

Extratos pg/mL
Cepas Extrato etandlico FracOes — extrato etandlico (galhos)
EECLG | EECLF preE::in_)i(tBado agllj_oc';so CI::II_—IG thl:_C()BEt
e ool 625 | 250 500 500 | 250 | 500
Candica alocans 39 | 78 125 125 | 250 | 125
e e 156 | 250 125 125 | 250 | 125

O projeto de pesquisa envolve varias etapas e parcerias com outras instituicoes para
obtencdo do material vegetal utilizado. Em seis meses de execucéo do projeto foram realizadas
as etapas de obtencdo de material vegetal de C. lanceolatum e elaboracéo do extrato etandlico,
além das fracdes hexanica, acetato de etila, aquosa e precipitado, com a determinagdo da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) utilizando linhagens de bactérias de referéncia:
Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 29213, e leveduras de
referéncia: Candida albicans ATCC 90028 e Candida krusei ATCC 6258, para que fosse
avaliado o potencial de acdo do extrato.

Tendo em vista a necessidade de obtencdo dos extratos e fragbes e da obtencédo e
manutenc¢do dos microorganismos testados, além do tempo necessario para a padronizacdo das

etapas, tem-se a necessidade de mais tempo para sua execucdo. Por isso, consideramos a



necessidade e a viabilidade para a renovagdo do projeto, principalmente no que diz respeito a
elaboragdo de um produto farmacoldgico.
Determinacéo do CIM

A figura 1 mostra o ensaio em meio liqguido RPMI com uma cepa clinica de Candida
albicans 1C-CA03 extraida de secrecdo vaginal, e com extrato etanodlico de galho de
Combretum lanceolatum (EECLG) para determinar o CIM. O teste resultou em uma

concentracdo inibitéria minima de 11,7ug/mL.

Figura 1. Microdiluicdo em placa de 96 pocos, para teste de eficacia do extrato de

Combretum lanceolatum na concentracdo de 11, 7 ug/mL contra Candida albicans.
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Sendo assim observou-se que concentracdo obtida no ensaio com a linhagem clinica
foi superior a concentracdo inibitéria minima obtida pela mesma fracdo do extrato (EECLG)
em uma linhagem ATCC de referéncia, no entanto vale ressaltar que a concentracdo obtida
ainda foi baixa, considerando as outras fragdes preparadas anteriormente. O valor obtido é
promissor considerando-se que alguns antifingicos convencionais da industria farmacéutica,
como o Fluconazol, tém perdido eficacia contra Candida albicans e outras espécies do género
(PAPPAS et al., 2016).

Muitas espécies do género Combretum sio utilizadas na medicina popular da Africa.
Geralmente séo utilizadas todas as partes da planta para tratamento de diversos tipos de doengas
como infec¢bes microbianas, problemas psicologicos e doengas do coracdo (DAWE et al.,
2013).

A espécie Combretum caffrum tem sido testada sua eficiéncia anticancer, quando



tratadas com tubulina. As combrestatinas provenientes dessa espécie apresentam um valioso
efeito antimitdtico e antivascular, que se da por conta da inibigdo da fungcdo dos microtdbulos

que séo alvos muito utilizados no tratamento do cancer (ARORA et al., 2013).

Foram realizados estudos por Nascimento-Neto et al (2015) que constataram o efeito
cicatrizante de feridas em ratos, quando os mesmos foram tratados com uma concentracdo de
100 pg/m, com o extrato etandlico e o triterpeno 3B, 6B, 16B-trihidroxilup-20(29)-eno, ambos

das folhas de Combretum leprosum.

Outras espécies do Género Combretum também foram testadas e apresentaram acao
antidiabética, antifingica, antiasmatica, entre outras. Como foi 0 caso dos extratos testados da
Combretum erythrophyllum que demonstraram acao antibacteriana em diferentes doses, contra
Escherichia coli, P. aeruginosa, S. aureuse e Enterococcus faecalis. Além disso, a atividade
antifangica foi avaliada contra as espécies C. albicans, C. aeofromans, A. fumigatus, S.
schenckii e M. canis (DAWE et al., 2013).

Assim como as demais espécies de Combretum, a Combretum lanceolatum também
apresentou atividade antifingica. O composto utilizado (Extrato Etandlico), que é proveniente

dos galhos da dessa planta, inibiu o crescimento da linhagem clinica Candida albicans.
CONCLUSAO

O extrato Etandlico de Combretum lanceolatum (EECLG) apresentou atividade
antifungica contra a espécie levedura C. albicanas ICCA-03, na concentragdo de 11,7ug/mL.
Apresentando uma forma alternativa e acessivel terapéutica para o tratamento de infeccdes
causados por esse género de Levedura, da mesma forma que as demais espécies de Combretum

descritas em outros trabalhos.
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