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RESUMO

INTRODUCAO: Candida albicans é um fungo oportunista com capacidade de transitar
entre as formas leveduriforme e filamentosa, agente eitoldgico da candidiase. Caryocar
brasiliense € um fruto nativo do cerrado, pertencente ao género Caryocar e a familia
Caryocaraceae, conhecido popularmente como pequi, tém sido utilizadas na medicina
popular contra gripes, resfriados, doencas inflamatorias, antioxidante e antifungico.
Stryphnodendron adstringens é uma planta popularmente conhecida como barbatimao, e
também tem sido utilizada no tratamento de varias infeccBes, onde preparacGes das folhas e
cascas podem ser usadas, por via topica ou via oral. Este estudo teve por objetivo avaliar a
atividade antifungica do extrato hidroalcoolico da casca de C. brasiliense e da raiz do S.
adstringens, sobre o fungo C. albicans. METODOLOGIA: A avaliacdo da atividade de
extratos foi realizada a partir da andlise da capacidade inibitéria utilizando-se ensaios de
concentracdo inibitoria minima (CIM) dos diferentes extratos sobre o fungo, bem como teste
de sensibilidade em placa e teste de sensibilidade utilizando disco de difusdo e avaliacdo da
interacdo dos extratos com antifingicos usados no tratamento da candidiase, para
determinacio de possivel efeito sinérgico ou antagbnico. RESULTADOS E DISCUSSAO:
De acordo com os resultados obtidos o extrato de C. brasiliense ndo inibiu o crescimento de
C. albicans em nenhuma das concentracdes testadas, bem como o extrato de S. adstringens
ndo apresentou inibicdo de crescimento nas células leveduriformes nas concentracdes
avaliadas. CONCLUSAO: Os extratos de C. brasiliense e S. adstringens ndo apresentam
atividade inibitoria contra o fungo C. albicans.

Palavras-Chave: C. albicans. S. adstringens. C. brasiliense. Plantas medicinais. Candidiase.



Abstract

INTRODUCTION: Candida albicans is an opportunistic fungus with the capacity of
transiting between yeast and filamentous forms, the etiological agent of candidiasis. Caryocar
brasiliense is a native fruit of cerrado, belonging to the genus Caryocar and the
Caryocaraceae family, popularly known as pequi. It has been used in popular medicine
against colds, inflammatory diseases, antioxidant and antifungal. Stryphnodendron
adstringens is a plant popularly known as barbatiméo, and has also been used in the treatment
of various infections, where leaves and wood skin preparations can be used either topical or
orally. The objective of this study was to evaluate the antifungal activity of the hydroalcoholic
extract of the C. brasiliense wood skin and the root of the S. adstringens on the fungus C.
albicans. METHODOLOGY: The evaluation of the extracts activity was carried out from
the analysis of the (MIC) of the different extracts on the fungus, as well as plate sensitivity
test and sensitivity test using diffusion disc and evaluation of the interaction of extracts with
antifungals used in the treatment of candidiasis, for determination of possible synergistic or
antagonistic effects. RESULT AND DISCUSSION: According to the results, C. brasiliense
extract did not inhibit the growth of C. albicans in any of the concentrations tested as well as
the extract of S. adstringens did not present inhibition of growth in yeast cells at the
concentrations evaluated. CONCLUSION: The extracts of C. brasiliense and S. adstringens

do not present inhibitory activity against the fungus C. albicans.

Keyswords: C. albicans. S. adstringens. C. brasiliense. Medicinal plants. Candidiasis.
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INTRODUCAO

Candida albicans € um fungo oportunista pertencente ao género Candida, que contém
cerca de 200 especies diferentes, sendo encontrado na microbiota normal humana, porém
pode levar a infecgbes, conhecidas como candidiases. E um fungo pertencente ao género
Candida, da familia Cryptococcacea, da ordem Criptococcales, da classe Blastomycetes, filo
Ascomycota e reino Fungi (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010; TAIRA, 2011, SANTANA et al., 2013).

Trata-se de um fungo dimdrfico que tem a capacidade de transitar entre as formas
leveduriforme e filamentosa, em estado saprofitico, em associacdo a colonizagdo
assintomatica esse fungo apresenta a forma leveduriforme, ja a forma filamentosa (pseudo-
hifas e hifas verdadeiras), sdo observadas em processos patogénicos (ALVARES:
SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007). A habilidade desse fungo em transitar entre as formas
leveduriforme e filamentosa € denominado de dimorfismo. H& uma variedade de estimulos
ambientais que podem alterar a morfologia desse fungo: pH <6 favorece o crescimento na
forma de levedura, enquanto pH >7 favorece o crescimento de hifas, bem como a temperatura,
e a concentracdo de CO2 (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; MAYER; WILSON; HUBE,
2013).

Embora a principal espécie de Candida relacionada a Candidiase seja a C. albicans,
outras espécies ndo albicans, como a Candida tropicalis, Candida guilliermondii e Candida
glabrata sdo importantes patégenos associados a essas infecces oportunistas (COSTA, 2009;
PEIXOTO et al., 2014; MENEZES et al., 2004).

As infeccOes provocadas por fungos leveduriformes do género Candida, sdo
conhecidas como candidiases ou candidoses sendo o principal agente causador dessas
infeccdes o fungo C. albicans. Essas lesbes podem variar de leve, moderada, aguda ou lesdes
superficiais ou profundas (BARBEDO; SGARBI, 2010).

As infeccOes causadas pela C. albicans se manifestam clinicamente como
mucocutanea, cutanea e sistémica. A candidiase mucocutanea afeta principalmente a mucosa
da boca e da vagina, ja a candidiase cutanea afeta os tecidos das areas intertriginosas da pele
como virilhas, axilas e dobras da pele, interdigitais das maos, dos pés e unhas. Candidiase
sistémica pode chegar a diversos 6rgdos como pulmdes, coragdo, rins, entre outros. Outra

forma observada de candidiase é a candidiase alérgica que pode se apresentar nas formas de
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lesGes cuténeas ou lesbes eczematoides (COUTO; CARLOS; MACHADO, 2011; MENEZES
etal., 2004; PEIXOTO et al., 2014).

No caso da candidiase vaginal e da maioria das demais candidoses, estdo os fatores
que modificam as caracteristicas da microbiota normal do individuo, podendo gerar uma
diminuicdo no sistema imunoldgico. Pode-se citar a gravidez, o diabetes, o uso de
corticosteroides, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA/AIDS), transplante de
Orgaos ou o uso de antibidticos (CARVALHO et al., 2003).

Outros fatores como: héabitos de higiene inadequado, contraceptivos orais, e aumento
da temperatura causado pelo uso de roupas que dificultem a ventilacdo, podem apresentar
risco para o desenvolvimento de candidose. Rela¢des sexuais podem ser consideradas também
um fator de risco, pois podem transportar a cepa para locais que nao contenham esse fungo
naturalmente (candidiase exdgena) (PEREIRA, 2012).

A determinacdo de um diagnostico correto, para doencas causadas por fungos como C.
albicans € de extrema importancia, pois levando em conta sua expressao genética, corre-se 0
risco de aumento do numero de cepas resistentes aos medicamentos tradicionalmente
utilizados (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Para o tratamento de infec¢des fungicas sdo utilizados os agentes antifingicos como 0s
imidazois, triazois (azois), poliénicos e equinocandinas. Esses medicamentos podem ser
administrados tanto na forma sistémica ou topica. Dentre essas classes antifingicas citadas, 0s
azélicos sdo os mais utilizados, devido a sua baixa toxicidade em relacdo a anfotericina B e do
baixo custo quando comparado a equinocandinas (MENEZES et al., 2013).

Silva (2011), demonstrou em seu estudo a importancia dos testes de suscetibilidade in
vitro em casos de candidiases para escolher um tratamento adequado, j& que foi observada
uma grande resisténcia de isolados de Candida a farmacos antifingicos, especialmente 0s
azélicos, como fluconazol, anfotericina B, e outros. Diante desse cenario, a busca por novas
terapias adquire importancia.

Dalazen e colaboradores (2011) sugere que cada regido selecione novos antifungicos
mais eficazes para o tratamento de candidiase, tendo em vista o perfil dos pacientes e a
resisténcia flngica observada em determinada populacao.

O uso de plantas medicinais tem sido incentivado, tomando-se cuidado com a falacia
de que “se ¢ natural ndo faz mal”, uma vez que existem doses que podem ser toxicas, por iSso

é importante a realizacdo de novos estudos e testes in vitro com plantas, gerando uma



© 00 N o u b~ W N

w W W W N N N N N NN N N NN P PR R, R R R R
w N P, O VW 00 N O U A W N P O O 0O N O B B W M —» O

possibilidade de novos farmacos, e uma padronizacio de doses seguras (SIMOES et al., 2007;
CORREA; MELO; COSTA, 2008).

Caryocar brasiliense é uma planta nativa do cerrado, pertencente ao género Caryocar
e a familia Caryocaraceae. A principal espécie de ocorréncia na regido é C. brasiliense
Camb, conhecido como pequi, piqui e piquid. Possui diversos estudos quanto a sua atividade
farmacoldgica e seus componentes quimicos, como os componentes fendlicos, alcaloides,
heterosideos e esterdides (VERA et al., 2007; CARVALHO; PEREIRA; ARAUJO, 2015).

As folhas do pequi sdo utilizadas na medicina popular contra gripes, resfriados,
doencas inflamatorias, lesdes gastricas, regulador de ciclo menstrual. J& o 6leo tem sido
utilizado no tratamento de bronquites, como tonificante, antioxidante e antifungico
(ROESLER et al., 2007).

A fruta do C. brasiliense possui altas concentracdes de antioxidantes como, vitamina
E, carotendides e compostos fendlicos. Sabe se que essas substancias tém importante acdo em
algumas doengas, decorrente dos danos oxidativos. Nas folhas de C. brasiliense sdo
encontradas grandes quantidades de compostos fendlicos, como flavonoides, que sdo
conhecidos por propriedades farmacologicas como, anti-inflamatdria, antiviral, antialérgica e
antioxidante (MIRANDA-VILELA; RESCK; GRISOLIA, 2008; CARVALHO; PEREIRA;
ARAUJO, 2015).

S. adstringens é uma planta popularmente conhecida como barbatim&o, barbatimé&o-
verdadeiro, barba-de-timdo, barbatimao-vermelho, casca-da-mocidade, casca-da-virgindade,
iba-timdo, ubatimd, chordozinho-roxo e paricana. Trata-se de uma espécie arbdrea pertencente
a familia Leguminosae, de pequeno porte, com caule e ramos de formato tortuoso, casca
grossa, rugosa e rigida, e parte interna com cerne de coloracdo avermelhada. E uma espécie
tipicamente do cerrado podendo ser encontradas em outros estados como Bahia, Minas
Gerais, Sao Paulo e Mato Grosso (GOULART, 2010; LIMA et al., 2016; SOUZA et al., 2007;
GLASENAAP, 2011; FERREIRA; SILVA; SOUZA, 2013).

O S. adstringens é uma planta com uso medicinal, muito utilizada pelo conhecimento
empirico, onde preparagdes das folhas e cascas podem ser usadas, por via topica ou via oral,
em forma de infusdo, decocc¢do, banhos, emplastros, garrafadas, pds e extratos alcoolicos
(MELO, 2011).

As Folhas e cascas desta planta sdo tbnicas e podem ser usadas contra tosses,
gueimaduras, feridas malignas, oftalmias cronicas e escorbuto. Pode ser indicado para varias

outras doencgas, como, corrimento vaginal, hemorragias uterinas e intestinais, Ulceras da pele,
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ulceras do estbmago, diarreia, leucorréia e hérnia, sendo que nestes casos a preparagdo mais
usada é o cha das cascas. O extrato alcodlico dessas cascas também é usado como
adstringente, com efeito cicatrizante, antidiarreico, antisséptico, anti-hemorragico, anti-
inflamatdrio e uretrites, contra tumores e gastrite (SOUZA et al., 2007; FERREIRA; SILVA;
SOUZA, 2013).

A atividade farmacoldgica do barbatiméo é atribuida a quantidade de taninos presentes
em sua casca. Sao encontrados cerca de 20% de taninos totais, dos quais ja foram isolados da
casca taninos condensados como flavan-3-ois, prodelfinidinas e prorobinetinidinas e, podendo
ainda ser encontrados outros constituintes quimicos, como alcaloides, flavonoides, terpenos,
estilbenos, esteroides, inibidores de proteases (VASCONCELOS et al., 2004; SIMOES et al.,
2007; LIMA et al., 2016).

Todos estes estudos demonstram a atividade antimicrobiana de diferentes extratos de
partes distintas de S. adstringens, evidenciando seu potencial como candidato a farmaco e
gerador de prot6tipos antimicrobianos.

A espécie C. albicans foi escolhida dentre outros isolados, para ser analisada, devido a
sua alta incidéncia nas candidiases, enquanto o potencial antimicrobiano das espécies nativas
do cerrado C. brasiliense e S. adstringens foi determinante no delineamento deste estudo.
Diante disto e da crescente necessidade da busca por novas terapias, este estudo teve como
meta identificar a atividade antifingica, destas plantas, sobre o fungo C. albicans.

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo de carater qualiquantitativo, de abordagem indutiva, com

procedimento comparativo estatistico e técnica de documentacéo direta em laboratério.

Coleta do material vegetal

A coleta de frutos de pequi (Caryocar brasiliense Cambess), foi realizada na cidade de
Goiania— GO, situada na regido do Vale do Meia Ponte. As amostras foram identificadas por
especialista botanico, coletou-se material de trés individuos diferentes. A casca do fruto foi
separada da semente, sendo que o processo de secagem das amostras foi realizado em estufa
de ventilagdo forcada a 60°C por 48 horas no laboratorio de colecbes biologicas do IFG -
Cidade de Goias. As coletas de material botanico foram autorizadas pelo IBAMA com a
licenca ambiental do SISBIO (Numero: 24365-1).
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A coleta das raizes de barbatimdo {Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville}, foi
realizada na cidade de Goias— GO, situada na regido do Vale do Rio Vermelho. As amostras
foram identificadas por especialista botanico, foi coletado material de trés
individuos diferentes. O processo de secagem das amostras foi realizado em estufa de
ventilagdo forgada a 60°C por 48 horas no laboratério de colecGes bioldgicas do IFG - Cidade
de Goias. As coletas de material botanico foram autorizadas pelo IBAMA com a licenga
ambiental do SISBIO (NUmero: 24365-1).

Obtencéo dos extratos de C. brasiliense e S. adstringens

A obtencédo dos extratos foi realizada de acordo com Pacheco e colaboradores (2015),
por se tratarem de diferentes espécies de plantas, mas igualitariamente quanto a marcha
analitica. A casca do C. brasiliense (seca) e as raizes (secas) de S. adstringens foram
pulverizadas, apds esse processo, foram armazenadas em frasco escuro contendo etanol
(proporcéo 1:4) mantido sob refrigeragdo. Posteriormente, esta amostra foi filtrada e seca com
auxilio de uma estufa. O extrato resultante foi armazenado em placas de petri, envolvidas em

papel filme, até 0 momento de ressuspensdo (COSTA, 2013).

Cultivo e manutencéo do fungo

Para a realizagdo do cultivo, a cepa de C. albicans ATCC (American Type Culture
Collection - 22019) foi cultivada em meio Agar Sabouraud Dextrose (Peptona 10 g/L;
Dextrose 40 g/L; Agar 15 g/L). A cepa de C. albicans ATCC foi mantida & temperatura
ambiente por sete dias, quando foi submetida a experimentac&o ou novo repique (MENEZES
etal., 2012).

Teste de diluicdo em caldo

Os ensaios de inibicdo foram realizados pelo método de macrodiluicdo de acordo com
a diretriz NCCLS M27-A2 (2002). Células de C. albicans foram mantidas em meio agar
nutriente suplementado com glicose por sete dias, a temperatura ambiente, e inoculadas em
meio nutriente liquido acrescido dos diferentes extratos de C. brasilienses e S. adstringens.
DiluicOes seriadas das solucdes em estoque dos extratos foram preparadas em meio nutriente
como diluente para que fossem obtidas concentracOes finais diferentes dos compostos em
estudo. O crescimento do fungo foi determinado de acordo com Prado e colaboradores (2014)

com modificacBes, por se tratarem de espécies diferentes, com exce¢do do tempo de
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incubacdo do ensaio (3 dias). Foi realizada analise espectrofotométrica a 520 nm apds 3 dias
de crescimento, quando foi possivel determinar a CIM.

Teste de sensibilidade em placas

Para o teste de sensibilidade em meio sélido, amostras contendo 10* de células de C.
albicans, com sete dias de crescimento agar Sabouraud sélido, foram transferidas para placas
com meio agar nutriente suplementado com glicose somado aos extratos de C. brasilienses e
S. adstringens em diferentes concentracdes. As placas foram incubadas por sete dias a
temperatura ambiente antes de serem fotografadas, de acordo com Betoni e colaboradores
(2006) com modificagOes, por se tratarem de espécies diferentes de microrganismos,
seguindo-se os preceitos metodoldgicos, com excecdo do tempo de cultivo antes da fotografia

(sete dias ao invés de 24 horas).

Teste de sinergismo

Para o teste de sinergismo, foram preparadas placas-controle contendo os extratos de
casca de C. brasilienses e raiz de S. adstringens, além de placas-controle com drogas
conhecidas (fluconazol 1C50= 16 pg/mL e sulfonamida IC50=20 pug/mL). As placas de teste,
para avaliacdo da atividade sinérgica entre extratos etandlicos de casca de C. brasiliense e raiz
de S. adstringens em combinacdo com fluconazol e sulfonamida, foram construidas em
triplicatas bioldgicas, sendo utilizadas as mesmas concentracdes dos extratos de casca de C.
brasiliense e raiz de S. adstringens, bem como da fluconazol e sulfonamida das placas-
controle.

Os testes foram assim distribuidos: interacdo entre sulfonamida e casca de C.
brasiliense e raiz de S. adstringens, interacdo entre casca de C. brasiliense e raiz de S.
adstringens e fluconazol. As placas foram incubadas por sete dias a temperatura ambiente
antes de serem fotografadas, segundo Betoni e colaboradores (2006) com modificacGes, por
se tratarem de espécies diferentes de microrganismos, seguindo a mesma marcha analitica,

com excecdo do tempo de cultivo antes da fotografia (7dias ao invés de 24 horas).

Teste de sensibilidade por disco de difusdo
Discos de papel esterilizados (diametro de 6 mm) foram embebidos previamente nos
extratos obtidos da planta em diferentes concentrages. Posteriormente, foram inoculados

1,5x10°8 células/mL de C. albicans em placas de meio nutriente e, em seguida, os discos foram
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retirados dos tubos com uma pinga esterilizada e colocados sobre as placas contendo o meio.
As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 7 dias, apds esse periodo foram
mensurados os halos de inibicdo do crescimento, em milimetros, com o auxilio de um
paquimetro (BAUER et al., 1966; NCCLS, 2002).

Andlise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados apresentados com
analises de média e desvio padrdo. Foi aplicado teste de ANOVA para a comparacdo dos
valores obtidos no teste de diluicdo em caldo. Para as comparagdes estatisticas, foi utilizado o
software Estatistica versdo 8.0. Os valores foram considerados significativos quando p< 0,05.

Todos os experimentos fordo realizados em triplicatas simples e bioldgicas.
RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras secas de C. brasiliense e S. adstringens foram pulverizadas, e submetidas
ao etanol (tabela 1) e a0 metanol (tabela 2) como solvente para extracdo, ap0s 0s processos de
filtragem as amostras foram secas com o auxilio de uma estufa, calculando-se o rendimento

total dos extratos.

Tabela 1: Massa total e rendimentos dos extratos etanolicos de C. brasiliense e S. adstringens

Espécie Extratos Massa (g) EE (9) Rendimento (%)
C. brasiliense Casca 5,378 2,1443 39,87
S. adstringens Raiz 19,825 1,2486 6,29

*EE= Extrato Etandlico

Tabela 2: Massa total e rendimentos dos extratos metanélicos de C. brasiliense e S.

adstringens

Espécie Extratos Massa (g) EM () Rendimento (%)
C. brasiliense Casca 16,1870 2,6266 16,23
S. adstringens Raiz 36,2708 3,5678 9,84

*EM= Extrato Metandlico
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Desse modo, utilizando o etanol como solvente, para 5,378 g de casca de C.
brasiliense, e 19,825 g de raiz de S. adstringens, os percentuais de rendimento dos extratos
foram de 39,87% e 6,29% respectivamente. E utilizando o metanol como solvente, para
16,1870 g de casca de C. brasiliense, e 36,2708 g de raiz de S. adstringens, os percentuais de
rendimento dos extratos foram de 16,23% e 9,84% respectivamente.

Marques e colaboradores (2002) utilizando mesocarpo externo do C. brasiliense, e
etanol como solvente, para 3,01 g obteve 0,68% de rendimento. E com metanol, para 15,12 g
obteve 3,40% de rendimento, apds 8 dias de extracdo. Breda e colaboradores (2016),
obtiveram um rendimento de 26,29%, no extrato da casca pequi, utilizando 10 g de p6 da
planta, e etanol como solvente. Na andlise aqui realizada, a extragdo se deu por 24, 48 e 72
horas, perfazendo valores de rendimento ainda mais altos que os obtidos nos dois estudos
citados.

Henriques e colaboradores (2016), utilizaram etanol como solvente para obtencéo do
extrato de S. adstringens, conseguindo rendimento de 44,8%. Acredita-se que o alto valor de
rendimento obtido esteja associado ao uso do ultrassom como parte do processo.

Tanto etanol como metanol sdo solventes apolares, no entanto, na literatura tem sido
descritos valores de rendimento melhores a partir do uso do metanol (MARQUES, 2002)
corroborando com os resultados aqui apresentados para o S. adstringens, no entanto para o C.

brasiliense, foi obtido melhor rendimento com o etanol.
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Os ensaios de inibicdo foram realizados pelo método de macrodiluicdo de acordo com
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5 Figura 1. Teste de diluicdo em caldo dos extratos etanolicos de S. adstringens e C. brasiliense

6 nas concentracgdes, 250, 500 e 1000 ppm sobre o crescimento de C. albicans.
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Figura 2. Teste de diluicdo em caldo dos extratos metanodlicos de S. adstringens e C.

brasiliense nas concentracdes, 100, 250 e 500 pug/mL sobre o crescimento de C. albicans.

Analisando as figuras acima, percebe-se que ndo houve inibi¢do do crescimento do
fungo em nenhuma das concentracdo testadas, tanto com solvente etandlico, quanto com o
solvente metandlico, inviabilizando o célculo do CIM. Em contrapartida Luiz e colaboradores
(2015), demonstraram através do ensaio de micro diluicdo a acdo antifungica do extrato da

casca do caule de S. adstringens frente ao fungo C. albicans. Neste estudo, os autores
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identificaram, valores de CIM entre 0,97 e 7,80 ug/mL contra o fungo estudado, mostrando
assim potencial terapéutico contra candidiase. Cabe ressaltar que os valores encontrados por
Luiz e colaboradores (2015), séo referentes a casca do caule enquanto neste estudo 0s ensaios
foram realizados com a raiz, podendo a diferenca entre os resultados, ser atribuida a este fato.

O estudo realizado por Breda e colaboradores (2016), avaliou por meio do ensaio de
micro diluicdo a acdo antifingica do extrato da casca e da folha de C. brasiliense contra os
seguintes fungos Alternaria alternata, Alternaria solani e Venturia solani; os extratos obtidos
a partir da casca do pequi determinaram valores de CIM de 350 pg/mL, para A. Solani e V.
pirina e 500 pg/mL, para A. alternata, enquanto os extratos da folhas de C. brasiliense
apresentaram valores de CIM maiores, que foram, 1000 pg/mL para A. alternata e A. solani e
400 pg/mL para V. pirina. Sendo esses extratos considerados efetivos contra essas especies de
fungos.

Em estudo realizado por Amaral (2014), em teste de determinacdo da concentracao
inibitéria minima, utilizando o pequi, foram encontrados valores de 11,25, 22,50 e 11,25
mg/mL contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
respectivamente. A obtencdo dos extratos foi realizada via CO; supercritico. Este somado ao
fato das bactérias possuirem menos estruturas de resisténcia, pode justificar os valores de
concentracdo inibitéria minima fato do estudo feito por Amaral (2014), possuir valores de
CIM e este estudo néo possuir.

Teste de sensibilidade em placas.

Para o teste de sensibilidade em placas foram inoculadas 10* de células fingicas em
meio agar nutriente, suplementado com extratos etanolicos e metandlicos obtidos da casca do
C. brasiliense, e da raiz de S. adstringens nas concentracdes de 250 ppm, 500 ppm e 1000
ppm do extrato etandlico (FIGURA 3) e concentragdes de 100 pg/mL, 250 pg/mL e 500
pg/mL, do extrato metanolico (FIGURA 4).
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Figura 3: Crescimento de C. albicans em meio agar nutriente, suplementados com extratos

etandlicos de raiz de S. adstringens (A) e casca de C. brasiliense (B) nas concentracGes de

250 ppm, 500 ppm e 1000 ppm.

Controle

Figura 4: Crescimento de C. albicans em meio agar nutriente, suplementados com extratos
metandlicos de raiz de S. adstringens (A) e casca de C. brasiliense (B) nas concentracdes de

100 pg/mL, 250 pg/mL e 500 pg/mL.

Nas placas contendo C. brasiliense quando comparados com as placas controle,

observou-se que tanto o extrato etandlico, quanto o extrato metanolico ndo apresentou
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atividade inibitéria frente ao fungo C. albicans. Pode-se observar que o extrato metandlico da
casca do C. brasiliense estimulou o crescimento das coldnias, acredita-se que possa ser devido
as altas concentracGes de carboidratos, cinzas, magnésio, calcio, manganés e cobre presentes.
(ROESLER et al., 2007, CARVALHO et al., 2015).

Nas placas contendo S. adstringens quando comparados com as placas controle,
observou-se que tanto o extrato etanodlico, quanto o extrato metandlico ndo apresentou
atividade inibitéria frente ao fungo C. albicans observando-se apenas diferenca no padréo
morfolégico macroscopico das col6nias apresentando col6nias maiores e aspecto cerebiforme
mais pronunciado nas placas com extrato etandlico, resultado semelhante foi encontrado por
Faria e colaboradores (2017) demonstrando que o extrato etandlico de geopropolis de
Melipona quadrifasciata, quanto o mel ndo inibiram o crescimento de C. albicans em
nenhuma das concentracdes testadas.

No entanto, em um estudo realizado por Paula-Janior e colaboradores (2004), que
avaliaram a atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato hidroalcodlico das folhas e do
mesocarpo interno do C. brasiliense, obtendo resultados favoraveis para inibicdo do
crescimento microbiano de algumas cepas estudadas como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e outros, através do método de difusdo em agar, assim como detectou

influéncia sobre o crescimento de fungos, entre eles C. albicans.

Teste de sinergismo

Teste de atividade sinérgica entre extratos metandlicos da raiz de S. adstringens e
casca de C. brasiliense em combinagdo com fluconazol e sulfametoxazol + trimetoprima. Para
0 teste de sinergismo, foram construidas placas contendo os extratos de casca de C.
brasiliense (500 ug/mL) e raiz de S. adstringens (500 ug/mL) além de placas-controle com
drogas conhecidas (fluconazol IC50= 16 pg/mL e sulfonamida IC50=20 pg/mL). Os
resultados podem ser observados na figura 5.



O 00 N o U b~ W N

N N NN P R R R R R R R R R,
W N B O W 00 N O U M W N LB O

17

1 o) 3 Controle

Figura 5: Em A1l controle sulfametoxazol + trimetoprima; Em A2 interacdo entre raiz
de S. adstringens com sulfametoxazol + trimetoprima; A3 interagéo entre casca C. brasiliense
com sulfametoxazol + trimetoprima; Em B1 controle fluconazol; em B2 interagéo entre raiz
de S. adstringens com fluconazol; em B3 interacdo entre casca de C. brasiliense com

fluconazol.

O extrato de C. brasiliense somado ao fluconazol, quando comparado com a placa
controle, apresentou um aumento no crescimento do fungo, caracterizando um efeito
antagonista (figura 5/imagem B3). J& Kim e colaboradores (2014), analisando o efeito de
Eisenia bicyclis, somado ao fluconazol, comprovou efeito sinérgico contra o fungo C.
albicans.

O sulfametoxazol + trimetoprima utilizado no SUS como primeira escolha para o
tratamento de micoses sistémicas, foi analisado neste estudo somado ao extrato do pequi, e
mesmo sozinho n&o inibiu o crescimento do fungo C. albicans, sugerindo resisténcia. Na
presenca do extrato da planta, pode-se observar ainda colonias maiores com aspecto mais
cremoso quando comparado com as placas controle. Efeito semelhante foi observado por
Almeida (2015), que em seu estudo demonstrou efeito antagbnico do extrato da raiz de
Handroanthus serratifolius com o antifingico sulfonamida; e atividade sinérgica do extrato
da raiz com anfotericina B.

Ja o extrato de barbatimdo com fluconazol e barbatimdo com sulfametoxazol +
trimetoprima quando comparado com as placas controle, observou-se que néo houve efeito

antagbnico, nem efeito sinérgico. O mesmo efeito foi demonstrado por Pacheco e
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colaboradores (2015), que analisou o crescimento de Candida parapsilosis na presenca de
rizoma de Curcuma longa, somado a sulfonamida, obtendo como resultado a auséncia de

atividade sinérgica ou antagonica.

Teste de sensibilidade por disco de difusdo

Para este teste foram inoculados 1,5x108 células/mL de C. albicans em placas com
meio nutriente e acrescentados discos de papel esterilizados (didmetro de 6 mm), que foram
embebidos previamente nos extratos de C. brasiliense e S. adstringens em diferentes

concentracgdes, e incubadas em temperatura ambiente por 7 dias.

Figura 6: Teste feito com discos de difusdo, embebidos em extrato metandlico da raiz de S.
adstringes (A) e casca de C. brasiliense (B), nas concentragdes de 100 pg/mL, 250 pg/mL e
500 pg/mL, sobre C. albicans.

Ap0s esse periodo pode se observar que os extratos de C. brasiliense e S. adstringens
(figura 6) ndo apresentaram atividade inibitéria sobre o crescimento do fungo, ndo sendo
formado, entdo, halo de inibicao.

Passos e colaboradores (2002), determinaram a atividade antifingica de diferentes
constituintes do C. brasiliense contra o fungo Cryptococcus neoformans. Nesse estudo
observou-se que a cera epicutilar da folha foi a parte que apresentou mais atividade
antifungica, inibindo o crescimento de até 91,3% dos isolados de C. neoformans.
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Emerenciano (2017), em seu estudo avaliou a atividade antimicrobiana do 6leo de
pequi extraido artesanalmente no laboratério e do 6leo comercial, ambos os 6leos nédo
apresentaram halo de inibicdo significantes para as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, sendo elas resistentes aos 6leos testados.

Pinho e colaboradores (2012), demostrou em seu estudo que o extrato hidroalcodlico
do farelo da casca do pequi ndo inibiu o crescimento bacteriano para Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Neste mesmo estudo o extrato hidroalcoolico das folhas do barbatiméo

inibiu o crescimento de S. aureus, ja a E. coli mostrou-se resistente a0 mesmo extrato.

CONCLUSAO

De posse dos resultados obtidos no teste de determinacdo da concentracdo inibitdria
minima, ndo foi possivel determinar os valores de CIM para os extratos de C. brasiliense e S.
adstringens. Resultados esses que quando, somando aos resultados encontrados nos demais
testes apresentados neste estudo, permitem concluir que tanto o extrato de C. brasiliense,
guanto o extrato de S. adstringens ndo apresentaram atividade antiproliferativa sobre o
crescimento do fungo C. albicans, o que ndo evidencia potencial antifungico dos extratos

avaliados, segundo as metodologias realizadas.
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