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RESUMO

Introducdo: Representantes do género Candida sdo classificados como microrganismos
oportunistas. Algumas leveduras deste género tém alto potencial de viruléncia, sendo
responsaveis por processos patoldgicos e infecciosos. A Candida albicans faz parte da
microbiota normal, mas em estado de desequilibrio pode causar danos. E preocupante o alto
namero de infeccBes provocadas pela espécie C. albicans. Possui distribuicdo no mundo todo
e, devido a quantidade de pacientes imunocomprometidos, os casos de candidiase tem
aumentado. Diante do surgimento de isolados resistentes, extratos vegetais com atividade
antimicrobiana tém adquirido importancia na busca por novas terapias para o tratamento de
infecgBes fangicas oportunistas, como a candidiase. A Brosimum gaudichaudii Trécul
(mama-cadela) é amplamente utilizada na medicina popular, e ja foi comprovada
cientificamente sua eficacia contra bactérias isoladas de lesdes de diabéticos. Objetivo: O
presente trabalho verificou a capacidade antifingica de extratos de caule de B. gaudichaudii
Trécul sobre o fungo C. albicans. Metodologia: Foi realizado um estudo de abordagem
indutiva, quali-quantitativa, com procedimento comparativo estatistico e técnica de
documentacédo direta em laboratorio. Foram realizados, teste de diluicdo em caldo, teste de
sensibilidade em placa e teste de sensibilidade de disco de difusdo para determinar a capacidade
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inibitoria sobre o fungo. Resultados e discussdo: De acordo com os dados obtidos o extrato da
referida planta ndo exerce atividade contra o crescimento de células leveduriformes de C.
albicans, de acordo com as metodologias testadas. Concluséo: O extrato de B. gaudichaudii
Trécul ndo inibiu o crescimento de C. albicans neste experimento.

Palavras-chave: Candidiase. Antifungicos. Brosimum gaudichaudii Trécul. Plantas
medicinais.

ABSTRACT

Introduction: Representatives of the genus Candida are classified as opportunistic
microorganisms. Yeasts of this type have potential for virulence, being responsible for
pathological and infectious processes. Candida albicans is part of the normal microbiota, but
may be unbalanced at various levels. This is a high number of pathway provocated for spec. C.
albicans. Distribution worldwide and due to a set of immunocompromised cases of candidiasis
has increased. Faced with the emergence of isolated resistance, plant extracts with antimicrobial
activity have acquired importance in the search for new therapies for the treatment of
opportunistic fungal infections, such as candidiasis. The Brosimum gaudichaudii Trécul
(mama-cadela) is widely used in folk medicine, and has already been scientifically applied
against the isolated lesion of diabetic lesions. Objective: The present work was made antifungal
of extracts of stem of B. gaudichaudii Trécul on fungus C. albicans. Methodology: A study of
inductive, qualitative-quantitative, comparative statistical and direct laboratory teaching
techniques was carried out. Broth dilution test, plate sensitivity test and diffusion capacity test
were performed to determine the inhibition capacity of the fungus. Results and discussion:
According to the data of the influence of the plant not exerted on the growth of yeast cells of
C. albicans, according to the methodologies tested. Conclusion: B. gaudichaudii Trécul extract
did not inhibit the growth of C. albicans in this experiment.
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INTRODUCAO

As leveduras do género Candida apresentam uma importancia significativa pela alta
frequéncia com que infectam e colonizam o hospedeiro. Tais microrganismos sao comensais e
sO se tornam patogénicos em decorréncias de altera¢cbes como 0 comprometimento das barreiras
anatdmicas por procedimentos medicos invasivos ou queimaduras e por desequilibrios nos
mecanismos de defesa que podem ser decorrentes de mudancas fisioldgicas como alteracdes do
pH vaginal (COLOMBO E GUIMARAES, 2003).

Pacientes que passam por longos periodos internados tem maior probabilidade de
romper o equilibrio do hospedeiro, tal como aqueles que hd necessidade do uso diario de
cateteres, sondas, ou algum tipo de tratamento via parenteral, estando entdo mais propensos a
adquirir infeccdes causadas por representantes do género Candida (OLIVEIRA et al, 2001).
Costa (2009) relata que, de cada treze pacientes que usam cateter, oito apresentaram infeccédo
por C. albicans, representado 61,6% destes pacientes.

As espécies de Candida vém adquirindo uma significativa resisténcia as drogas
tornando-se cada vez mais necessario o teste de suscetibilidade dos isolados clinicos e pesquisas
a respeito dos mecanismos relacionados ao aparecimento da resisténcia. A partir disso é
imprescindivel o surgimento de estratégias terapéuticas que atendam a esses nOvVOS grupos
(ZARDO E MEZZARI, 2004).

Dessa forma, o equivoco de que fitoterapicos s6 apresentam caracteristicas benéficas,
coopera com a estatistica que aponta o Brasil como ocupante do primeiro lugar entre os paises
que mais apresentam nameros novos de intoxicacdes em seres humanos, e 0 segundo lugar nos
apontamentos de mortes causadas por intoxicacdo. Assim, surge a necessidade de se conhecer
e debater as préticas de salde tradicionais profundamente ligadas a fatores historicos e culturais,
e suas implicacGes na saude coletiva (NICOLETTI et al, 2007).

A B. gaudichaudii Trécul predomina no cerrado brasileiro e tem uma grande
importancia econdémica em tal regido tanto pela venda e consumo in natura quanto na inddstria
de papel. Entretanto sua aplicagdo mais comum € na medicina popular, que de forma empirica
faz uso das folhas, cascas, caule e raizes (FARIA et al, 2015). Atividades antibioticas,
analgesicas e anti-inflamatdrias estdo sendo estudadas e atividades antifingicas foram
detectadas a partir do uso de substancias presentes na raiz da planta. (JACOMASSI, 2006).

Devido ao aparecimento de cepas de C. albicans resistentes aos diversos antifungicos

existentes, surge a necessidade de estudos aprimorados na busca por novos candidatos a
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farmacos, a partir de produtos naturais. Prop6s-se entdo verificar através de métodos

padronizados, a atividade antifungica de B. gaudichaudii Trécul sobre C. albicans.

METODOLOGIA

Coleta do material vegetal

A coleta da casca do tronco de mama-cadela (B. gaudichaudii Trécul), foi feita na cidade
de Goias — GO, situada na regido do Vale do rio Vermelho. As amostras foram identificadas
por especialista botanico, coletando material de ao menos trés individuos diferentes. O processo
de secagem das amostras foi realizado em esteiras sob a sombra e temperatura ambiente no
laboratério de microbiologia da Faculdade Evangélica de Ceres - Ceres, e armazenadas no
laboratdrio de colecBes biologicas do IFG - Cidade de Goiés. As coletas de material botanico
sdo autorizadas pelo IBAMA com a licenga ambiental do SISBIO (Numero: 24365 -1).

Obtencéao dos extratos de B. gaudichaudii

De acordo com ALMEIDA e colaboradores (2015) com modificagdes, as amostras de
tronco de B. gaudichaudii Trécul foram pulverizadas, e apds esse processo, armazenadas em
frasco &mbar contendo etanol (etanol 95%), sob refrigeracéo, durante sete dias. Posteriormente,
essa amostra foi filtrada e colocada em um agitador magnético com termostato para a
evaporacado do solvente. O extrato resultante foi armazenado em um frasco &mbar ao abrigo da

luz, a 4°C.

Cultivo e manutengéo do fungo

Seguindo a metodologia de ALMEIDA e colaboradores (2015), para a realizagdo do
cultivo, a cepa de C. albicans ATCC (American Type Culture Collection — 90028) sera
cultivada em meio Agar Sabouraud Dextrose (Peptona 10g/L; Dextrose 40g/L; Agar 15g/L),
meio recomendado para o cultivo de leveduras e fungos patogénicos. Apos a solidificagdo do
meio, e posterior repique a cepa de C. albicans ficara mantida em estufa a 36°C por sete dias,

quando sera submetida a experimentacao ou novo repique.

Determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM)
Os ensaios de inibicdo foram realizados pelo método de macrodiluicdo de acordo com

a diretriz NCCLS M27-A2. Células leveduriformes de C. albicans foram mantidas em suas



© 00 N o O b WwN -

NN RN DN RN DN DNRNNDNDND PR PR P B R R R b Ry
© 0O N o O B W N P O © 0 N O 0O M W N P O

Wwww
WN - O

fases de crescimento exponencial em meio Saboraud Dextrose liquido por trés dias a 36°C e
inoculados em meio liquido nutriente, apos 16 horas foi adicionado o extrato de B. gaudichaudii
Trécul. O crescimento do fungo foi avaliado espectrofotomicamente a 520 nm quando foi

possivel determinar a CIM.

Teste de Sensibilidade em placas

Para o teste de sensibilidade, células leveduriformes de C. albicans com sete dias de
crescimento em agar Saboraud Dextrose, foram colocadas em meio Nutriente solido (Extrato
de Bife 1g/L; Extrato de Levedura 2g/L; Peptona 5g/L; Cloreto de Sddio 5g/L; Agar 15g/L)
suplementado com extrato de B. gaudichaudii Trécul em diferentes concentragdes. A
concentracdo de células utilizada foi 10°. Placas de controle com drogas conhecidas foram

incluidas. As placas foram incubadas por sete dias a 36°C antes de serem fotografadas.

Teste de sensibilidade por disco de difuséao

A potencial atividade microbioldgica do extrato de B. gaudichaudii Trécul foi verificada
utilizando-se discos de difusdo em Nutriente s6lido. Discos de papel estéreis (diametro de 6
mm), foram embebidos previamente no extrato, em diferentes concentragfes. Posteriormente,
foram inoculados 1,5x108 células/mL de C. albicans em placas de meio Nutriente sélido, e em
seguida, os discos foram retirados dos tubos com uma pinga estéril, e colocados sobre as placas

contendo o meio. As placas foram incubadas em estufa, a 36°C, por 7 dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A B. gaudichaudii Trécul, popularmente conhecida como mama-cadela, predomina no
cerrado brasileiro e tem uma grande importancia econémica em tal regido tanto pela venda e
consumo in natura quanto na industria de papel. Entretanto sua aplicacdo mais comum € na
medicina popular, que de forma empirica faz uso das folhas, cascas e raizes (LOURENCO,
2001; FARIA et al, 2015).
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FIGURA 1: Obtencdo do extrato etandlico de caule de Brosimum gaudichaudii Trécul. Em A)

Caule; em B) Extato etandlico.

As amostras de tronco de B. gaudichaudii Trécul foram pulverizadas, e apoés tal
processo, foram submetidas ao etanol como solvente para a extragdo e armazenadas em frasco
ambar, durante sete dias. Posteriormente, essa amostra foi filtrada em 4 etapas e colocada em
um agitador magnético para a evaporacdo do solvente. Desse modo, para 14 g da casca do

tronco, o percentual de rendimento do extrato foi de 0,35%, conforme observa-se na Tabela 1.

TABELA 1: Obtencéo de extratos de B. gaudichaudii Trécul

Espécie Extrato Massa(g) EE(g) Rendimento(%b)
B.gaudichaudii Caule 149 0,059 0,35%
Trécul

*EE= Extrato etandlico

A determinagdo da CIM foi obtida através do teste de diluicdo em caldo. Assim, de
acordo com a diretriz NCCLS M27-A2 com modificacdes, para a determinacao quantitativa da
CIM, diluicGes seriadas de solugdes em estoque dos extratos da casca do tronco de B.
gaudichaudii Trécul foram testadas quanto ao crescimento de células de C. albicans. Os

resultados sdo mostrados na Figura 2.
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FIGURA 2: Teste de diluicdo em caldo, na presenca de extrato etandlico de B. gaudichaudii
Trécul, nas concentraces 50 ppm, 100 ppm e 200 ppm.

Analisando a figura 2 percebe-se a inviabilizacdo do calculo da CIM, visto que,
quantitativamente ndo houve inibicdo do crescimento de C. albicans na presenca de extrato
etandlico de B. gaudichaudii Trécul em nenhuma das concentraces testadas. Em contrapartida,
resultados de estudos realizados com amostra de cascas de B. gaudichaudii Trécul
demonstraram atividade antimicrobiana contra microrganismos multirresistentes como
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, bactérias com alto grau de resisténcia a
maioria dos antibiéticos de amplo espectro e comumente encontradas em lesbes de pés de
pacientes com diabetes (BORGES, 2016).

FIGURA 3: Crescimento de C. albicans em meio ao extrato etanolico de B. gaudichaudii
Trécul, nas concentracdes de (A) 50 ppm, (B) 100 ppm e (C) 200 ppm. Em (D) placa controle
de fungo crescido na auséncia de extrato.
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Observando a figura acima nota-se que no teste de sensibilidade em placa ndo houve
inibicdo do crescimento de C. albicans em nenhuma das concentrac¢des do extrato etandlico de
B. gaudichaudii Trécul testadas.

Um estudo realizado por Borges (2016) descreve boa acdo antimicrobiana do extrato das
folhas de B. gaudichaudii Trécul frente a bactérias gram positivas multirresistentes, e preconiza
a pesquisa do extrato da referida planta como candidato a agente antimicrobiano natural.
Martins (2016) também descreve a B. gaudichaudii Trécul como espécie promissora para o
tratamento de vitiligo, estimulando a producdo de melanina, além de demonstrar menor
toxicidade celular, mutagenicidade e genotoxicidade quando comparada a compostos ja

existentes.

FIGURA 4: Crescimento de C. albicans na presenca de difusdo embebidos em extrato etandlico
de B. gaudichaudii Trécul, nas concentracdes de (A) 50 ppm, (B) 100 ppm e (C) 200 ppm.

De posse da imagem acima observamos que o extrato de B. gaudichaudii Trécul ndo
apresentou formagdo de halo de inibigdo sobre as cepas C. albicans em nenhuma das
concentracdes testadas.

Fato diferente foi relatado por Silva e colaboradores (2011) onde evidenciou-se
atividade antifungica de B. gaudichaudii Trécul a partir da concentracdo de 100mg/mL com
formagdo de halos de inibigdo que variavam de 11mm a 12 mm sobre especies de Candida néo
albicans. Demonstrou também no mesmo estudo atividade antifungica superior a Nistatina na

maior concentracdo, com efetividade nas espécies ndo albicans.

CONCLUSAO

Apesar de estudos recentes demostrarem a acdo antiproliferativa de B. gaudichaudii
Trécul, contra alguns microrganismos, foi comprovado neste trabalho através de testes
padronizados que o extrato da referida planta ndo exerce atividade contra o crescimento de

células leveduriformes de C. albicans, de acordo com as metodologias testadas.
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