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Teodoro GR. Avaliacdo da atividade antifungica dos extratos de
Buchenavia tomentosa sobre Candida spp. [dissertacdo]. Sdo José dos
Campos: Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP-
Univ. Estadual Paulista; 2010.

RESUMO

O interesse pelo desenvolvimento de terapias alternativas para o controle
de Candida spp., como a pesquisa de compostos naturais com potencial
antifangico, vem crescendo. Estes micro-organismos sao importantes
causadores de infeccbes e tém se tornado resistente aos antifungicos
convencionais. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antifangica de extratos de Buchenavia tomentosa sobre Candida spp.
Inicialmente foi realizado screening por meio de teste de difusdo em agar
de extratos de B. tomentosa obtidos por diferentes métodos para selegéo
dos dois mais ativos. A seguir, esses extratos foram caracterizados
guimicamente através da técnica de espectrometria de massas por
injecdo direta. As concentracdes inibitéria minima e fungicida minima
(CIMs e CFMs) foram determinadas para amostras padréo, isolados
clinicos obtidos de pacientes com candidose bucal e cepas de origem
hospitalar de Candida spp. Os resultados do screening demonstraram que
0s extratos aquosos B (5 minutos/100 °C) e C (60 minutos/55 °C) foram
0s mais ativos. As CIMs encontradas, em mg/ml, variaram de 0,2 a 25. As
CFMs foram verificadas apenas paras cepas de C. krusei (3,12 a 6,25
mg/ml) e para 4 cepas de C. tropicalis (6,25 a 12,5 mg/ml). As cepas mais
sensiveis aos extratos foram C. glabrata, C. dubliniensis, C. krusei e C.
parapsilosis e as cepas mais resistentes foram C. albicans e C. tropicalis.
O extrato B foi mais efetivo para todos os isolados, exceto para C.
glabrata. O acido gélico, corilagina e kaempferol foram encontradas
apenas no extrato B. Conclui-se que, exceto os extratos A e E para C.
tropicalis, todos os extratos de B. tomentosa tiveram acgdo antifungica
para Candida spp., sendo os extratos aquosos B e C os mais eficazes.

Palavras chaves: Candida. Antifingicos. Terapias alternativas. Fitoterapia.



Teodoro GR. Avaliation of antifungal activity of Buchenavia tomentosa
extracts on Candida spp. [dissertation]. Sdo José dos Campos: School of
Dentistry of S&o José dos Campos, UNESP-Univ. Estadual Paulista;
2010.

ABSTRACT

The interest on the development of alternative therapies for Candida spp.
control, as searching of natural compounds with antifungal potential, has
increased. These microorganisms are important causative agents of
infections and the resistance to conventional antifungals has been
growing. The aim of this study was to evaluate the antifungal activity of
Buchenavia tomentosa extracts on Candida spp. Screening by using agar
diffusion test was performed to select two most active extracts. Then, the
extracts were chemically characterized by direct infection mass
spectrometry. Minimal inhibitory and fungicide concentrations (MICs and
MFC) were determined for standard strains, clinical isolates from oral
candidosis patients and nosocomial isolates. The findings of screening
showed that aqueous extract B (5 min./100 °C) and C (60 min./55 °C)
were the most active. Values of MIC found in, mg/ml, varied from 0.2 to
25. Values of MFC were observed for C. krusei (3.12 to 6.25 mg/ml) and
for 4 C. tropicalis isolates (6.25 to 12.5 mg/ml). The most susceptible
species were C. glabrata, C. dubliniensis, C. krusei and C. parapsilosis
and the most resistant were C. albicans and C. tropicalis. Extract B was
effective against all the isolates, except for C. glabrata. Galic acid,
corilagin and kaempferol were found only in extract B. It could be
concluded that, except extracts A and E against C. tropicalis, all extracts
of B. tomentosa had antifungal activity against Candida spp. Besides, the
aqueous extracts B and C were the most effective.

Keywords: Candida. Antifungals. Alternatives therapies. Phytotherapy.



1 INTRODUCAO

Ha milhares de anos, as plantas medicinais vém sendo
utiizadas pelo homem com finalidades terapéuticas através do
conhecimento empirico, na observa¢do do comportamento dos animais e
a verificacao do efeito da ingestdo do vegetal (Turolla, Nascimento, 2006;
Tomazzoni et al., 2006). Estima-se que o numero de espécies de plantas
superiores que foram descritas varia de 250.000 a 750.000 e cerca de
120 substéancias derivadas de plantas usadas para fins medicinais sao
obtidas de aproximadamente 90 plantas (Farnsworth, 1997). No entanto,
ainda ha desafios a serem superados, especialmente no que se refere a
falta de evidéncia cientifica da qualidade desses produtos. De acordo com
Maciel et al. (2002), o Brasil € 0 pais com o maior numero de espécies
vegetais no mundo, mas 99,6% da flora nacional ainda nao foram
exploradas (Brito, Brito, 1993).

O Pantanal Mato-grossense foi reconhecido como
Reserva da Biosfera pela UNESCO no ano 2000 (Embrapa, 2007). Pott e
Pott (1994) reuniram dados relacionados aos diversos usos de 520
espécies vegetais do Pantanal. Apesar da disponibilidade dessas
informacdes, a atividade biologica dessas plantas € pouco estudada
cientificamente. Algumas dessas plantas pertencem ao género
Buchenavia. O uso medicinal de plantas desse género ainda ndo esta
bem estabelecido. Todavia, estudos anteriores sobre o isolamento
moléculas bioativas de plantas desse género para fins terapéuticos séo
encontrados (Marquete, Valente, 2005).

A espécie B. tomentosa, de nhome popular Tarumarana,
possui fruto comestivel, acido, folhas que séo utilizadas para preparo de

cha e madeira utilizada para varas de porteira, caibros, tAbuas e como
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lenha (Pott, Pott, 1994). E utilizado na medicina popular (Guarim Neto;
Carniello, 2007), mas ndo foram detectados na atual literatura cientifica
estudos a respeito de seu uso para fins medicinais.

Leveduras do género Candida s&o consideradas
patbgenos oportunistas e acometem principalmente individuos
imunocomprometidos, como pacientes HIV positivos, pacientes com
cancer sob quimioterapia, transplantados em uso de medicamentos
imunossupressores e diabéticos em estagios avancados da doenca
(Aperis et al. 2006; Richardson, 2005). Os fatores de viruléncia mais
conhecidos dessas leveduras sdo adesdo as células do hospedeiro,
secrecdo de enzimas hidroliticas, formacéao de hifas e desenvolvimento de
biofilme (Williams et al., 2011).

Candida spp. ocupam hoje entre o terceiro e quarto lugar
como causadores de infec¢cdes nosocomiais (Wisplinghoff et al., 2004;
Pfaller, Diekema, 2007). Estes micro-organismos possuem a capacidade
de formar biofiime (Raad, 1998; Ramage et al, 2006) e vém
demonstrando resisténcia aos azolicos, polienos e equinocandinas (Akins,
2005; White et al., 1998; Yu et al.,, 2005), principalmente quando
dispostas em biofilmes (LaFleur et al., 2006; Seneviratne et al., 2008). Até
a atualidade a quantidade de drogas disponiveis para seu tratamento
ainda é pequena (Yu et al., 2005), torna-se de grande interesse 0
desenvolvimento de meios alternativos para o0 controle desses
microrganismo (Silver, Bostian, 1993). Um desses meios é a descoberta
de compostos naturais com potencial antifungico (Schmourlo et al., 2005),
ja que o impacto de compostos naturais sobre doencas infecciosas
humanas tem merecido muito interesse nas ultimas décadas (Leitdo et al.,
2004; Takarada et al., 2004).

Baseando-se no exposto, 0 presente estudo propde
avaliar a atividade antifiungica de extratos das folhas de B. tomentosa

sobre Candida spp.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fitoterapia

Ha milhares de anos, as plantas medicinais vém sendo
utilizadas pelo homem com finalidades terapéuticas através do
conhecimento empirico, na observacao do comportamento dos animais e
a verificagcdo do efeito da ingestdo do vegetal. O seu uso popular foi
difundido de geracdo em geracdo e descrito nas diversas farmacopéias
(Tomazzoni et al., 2006; Turolla, Nascimento, 2006).

A fitoterapia tem seu primeiro registro conhecido como
“Pen-t'sdo”, matéria médica chinesa, datado no ano de 2.700 a.C, no qual
had uma relagdo de inumeras drogas de origem vegetal. O primeiro
manuscrito é o Papiro de Ebers, encontrado no Egito, do ano de 1.500
a.C, onde foram descritas 700 indicacbes de drogas locais e exoticas
utilizadas no tratamento de doencas da patologia interna, de afecgbes
oculares, ginecologicas e dermatoldgicas (Ferro, 2006).

Desde 2.300 a.C, egipcios, assirios e hebreus cultivavam
diversas ervas e traziam de suas expedi¢cdes muitas outras e, assim,
criavam diversas classes de medicamentos. Entre os anos de 460-377
a.C., na Grécia antiga, Hipocrates - denominado o “Pai da Medicina’-
reuniu em sua obra “Corpus Hipocratium” a indicagdo de medicamentos
vegetais para cada enfermidade e seu tratamento adequado, auxiliando
no conhecimento do valor terapéutico ou téxico das plantas (Martins et al.,
2000).

O tratado “De Materia Medica”, escrito pelo botanico

grego Pedanios Dioscorides, no ano de 78 d.C., foi referéncia por mais
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de catorze séculos e descreve cerca de 600 plantas medicinais, além de
produtos minerais e animais (Turolla, Nascimento, 2006).

Em 1803, o farmacéutico Friedrich Wilhelm Adam
SertUrner, marcou o inicio da extracdo do principio ativo das plantas,
isolando a morfina retirada da papoula (Papaver somniferum).
Posteriormente, outras substéncias foram isoladas, como por exemplo:
em 1819, a quinina e a quinidina obtidas da Cinchona spp., e a atropina
da Beladona (Atropa belladonna) em 1831, que substituiram os extratos
vegetais das mesmas (Turolla, Nascimento, 2006).

No Brasil, a primeira referéncia sobre plantas medicinais
foi feita por Pero Vaz de Caminha (1500-1600) em sua carta a Dom
Manuel, quando descreve sobre a beleza da nossa flora e cita algumas
com propriedades medicinais. Destacam-se também a contribuicdo dada
pelos jesuitas na divulgacdo dos medicamentos usados pelas populagcdes
indigenas do Brasil (Ferro, 2006).

2.2 Plantas Medicinais e Fitoterapicos

Embora as propriedades medicinais e toxicologicas das
plantas fossem utilizadas de maneira empirica, ap0s a comprovacao
cientifica através dos ensaios farmacologicos, 0s vegetais comegaram a
ser utilizados com maior confianca e credibilidade, sendo preservados na
tradicdo dos povos, no folclore e costumes religiosos, abrangendo as
mais diversas etnias e niveis populacionais (Mitidiero, 2002).

Estima-se que o0 numero de espécies de plantas
superiores que foram descritas varia de 250.000 a 750.000 e cerca de
120 substancias derivadas de plantas usadas para fins medicinais sao
obtidas de aproximadamente 90 plantas (Farnsworth, 1997). No entanto,

ainda ha desafios a serem superados, especialmente no que se refere a
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falta de evidéncia cientifica da qualidade de alguns produtos. Assim,
Organizacdo Mundial de Saude estimula sua avaliagdo, para criar uma
evidéncia consistente com relacdo a sua seguranca e efetividade (World
Health Organization, 2002), uma vez que o estudo das plantas medicinais
com meétodos sofisticados estabelece uma relagdo racional entre o seu
uso e a cura das doencas por meio de substancias biologicamente ativas
presentes nas drogas vegetais (Colegate, Molyneux, 1993).

De acordo com Maciel et al. (2002), o Brasil € o pais com
0 maior niumero de espécies vegetais no mundo. No entanto, 99,6% da
flora nacional ainda ndo foram exploradas (Brito, Brito, 1993). Deste
modo, tendo por base as diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude
(World Health Organization, 2002) e a grande biodiversidade do territorio
nacional, o Governo Federal criou, em 2006, a “Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapia” com o objetivo de “garantir a populacéo
brasileira 0 acesso seguro e 0 uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, promovendo 0 uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional” (Brasil,
2006).

2.3 Plantas do Pantanal Mato-grossense

O Pantanal Mato-grossense €é uma das maiores
extensdes Umidas continuas do planeta e foi reconhecida como Reserva
da Biosfera pela UNESCO no ano 2000 (EMBRAPA, 2007). Este bioma,
gue se estende pelos Estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, é
ocupado em 70% de sua superficie pela flora do cerrado (Adamoli, 1981).
Pott e Pott (1994) reuniram dados relacionados aos diversos usos de 520

espécies vegetais do Pantanal. Apesar da disponibilidade dessas
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informacdes, a atividade bioldégica dessas plantas € pouco estudada

cientificamente.

2.3.1 Plantas da familia Combretaceae

Plantas da familia Combretaceae ocorrem nas regifes
tropicais e subtropicais do mundo e inclui 20 géneros. O numero de
espécies pode variar de acordo com a literatura, sendo descritas entre
300 e 475. No Brasil, ocorrem seis géneros e 78 espécies (Tan et al.,
2002; Marquete, Valente, 2005). A maioria das espécies pertence aos
géneros Combretum, Terminalia e Quisqualis. As demais pertencem aos
géneros Anogeissus, Buchenavia, Bucida, Calopyxis, Calycopteris,
Conocarpus, Dansiea, Guiera, Laguncularia, Lumnitzera,
Macropteranthes, Melostemon, Pteleopsis, Quisqualis, Strephonema,
Terminaliopsis e Thiloa. (Klopper et al., 2006).

Muitas espécies de Combretaceae sdo utilizadas como
plantas medicinais em varios continentes no mundo. Curandeiros
africanos tém usado plantas dos géneros Combretum e Terminalia para
tratamento de desordens abdominais, dor nas costas, febre, infeccbes
bacterianas como lepra, gonorréia, pneumonia, gengivites, tuberculose,
sifiis e carie, tratamento de hipertensdo, canceres, parasitoses,
problemas do trato gastrointestinal (Oliver-Bever, 1986; Iwu, 1993;
Hutchings et al., 1996; Neuwinger, 1996; Fyhrquist et al., 2002; Burkhill,
1985). Do ponto de vista cientifico, ja foram isolados diversos
componentes bioativos de plantas da familia Combretaceae, pertencentes
ao grupo dos polifendis, como flavondides (Martini et al., 2004), ao grupo
dos terpendides, como triterpenos glicosideos (Adnyana et al., 2000) e
triterpendides (Angeh et al., 2007a) e ao grupo dos alcaldides, como

flavonoides-alcaldides (Beutler et al., 1992) e beta-carbolina (Fiot et al.,
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2006). Essas moléculas podem ter poder antimicrobiano, antiinflamatorio
e antioxidante (Eloff et al., 2001; Martini et al., 2004; Masoko, Eloff, 2006).

O efeito antibacteriano e antifingico de plantas da familia
Combretaceae, principalmente dos géneros Combretum e Terminalia vém
sendo demonstrado na literatura. Um estudo de Eloff (1999) demonstrou
poder antibacteriano de diversos extratos acetonicos de folhas de
espécies de Combretum, Terminalia, Pteleopsis e Quisqualis contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Enterococcus faecalis. Martini et al. (2004) demonstraram a atividade
antibacteriana de moléculas extraidas de Combretum erythrophyllum
contra Vibrio cholerae, Enteroccus faecalis, Micrococcus luteus e Shigella
sonei. O poder antifingico de Combretum spp. e Terminalia spp. contra
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus,
Microsporum canis e Sporothrix schenkii, de diversos tipos de extratos de
Terminalia e Combretum também foi descrito (Masoko et al., 2005;
Masoko, 2006).

2.3.2 Género Buchenavia

O género Buchenavia caracteriza-se por arvores com
folhas alternas (uma folha para cada nd), aglomeradas no apice dos
ramos, também por indumento somente com tricomas combretaceo-
compartimentados, por flores sem pétalas, estames com anteras adnatas
ao filete e frutos sem alas. O uso medicinal de plantas desse género
ainda ndo esta completamente estabelecido. Todavia, foram relatados na
literatura alguns trabalhos que tentaram isolar moléculas bioativas de
plantas desse género para fins terapéuticos (Marquete, Valente, 2005).
Beutler et al. (1992) verificaram que alguns alcal6ides flavondides

isolados das folhas de Buchenavia capitata apresentaram moderada
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atividade anti-HIV, entretanto, também apresentaram alta citotoxidade. Li
XC et al. (2002) verificaram que componentes isolados de extrato
etandlico da raiz de Buchenavia parviflora apresentaram atividade contra
a enzima acido graxo sintase, uma importante enzima na biossintese de
lipideos de células eucaridticas, contudo, ndo apresentaram atividade

antifangica.

2.3.3 Buchenavia tomentosa

A espécie B. tomentosa, de nome popular Tarumarana, é
uma arvore com cerca de 30 metros de altura, 21-35 cm de didmetro com
tronco cilindrico com sapopemas e ramos superiores acinzentados. No
apice da arvore se inserem as folhas que sdo do tipo ferrugineas ou
rubiginosas pubescentes, elipticas ou obovadas, tomentosas com as
nervuras primaria e secundarias vilosas na face abaxial, com nervagéo do
tipo broquidédromo, nervuras secundarias proeminentes, formando um
angulo obtuso com a nervura primaria e também peciolo de 0,4 a 0,6 cm
de comprimento. O apice dessas folhas sédo arredondado a levemente
emarginado. (Marquete, Valente, 2005). Seu fruto € comestivel e &cido,
suas folhas séo utilizadas para preparo de cha e sua madeira € usada
para varas de porteira, caibros, tAbuas e como lenha (Pott, Pott, 1994).
Batista et al. (2010) relatou atividade antifingica do extrato etandlico dos
frutos de B. tomentosa contra cepas padrdo de C. albicans, C.
parapsilosis, C. krusei, C. glabrata e C. neoformans, utilizando a
metodologia sugerida pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards/Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS/CLSI,
2002). Todavia, ndo foi relatada ainda na literatura nenhuma informacéo

sobre outros tipos de extratos desta planta, bem como sua acdo nos
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fatores de viruléncia destas leveduras, seja em cepas padréo ou isolados

clinicos.

2.4 Leveduras do género Candida

Infeccbes fungicas vém aumentando substancialmente
em numero e gravidade nas Ultimas duas décadas, especialmente em
pacientes imunocomprometidos hospitalizados com doencas graves. Os
principais patégenos fungicos causadores de infeccdes nosocomiais sao
do género Candida (Pfaller, Diekema, 2007).

Leveduras do género Candida s&o consideradas
patbgenos oportunistas e acometem principalmente individuos
imunocomprometidos, como pacientes HIV positivos, pacientes com
cancer sob quimioterapia, transplantados em uso de medicamentos
imunossupressores e diabéticos em estagios avancados da doenca
(Aperis et al. 2006; Richardson, 2005). Desde 1995, vém sendo
consideradas a quarta maior causa de septicemias hospitalares, com o
indice de mortalidade atingindo 39% das infecgbes. Quando s&o
consideradas apenas as septicemias em Unidades de Terapia Intensiva
(UTIs), a mortalidade pode chegar a 47% (Wisplinghoff et al., 2004).

2.4.1 Fatores de viruléncia

Muitos fatores de viruléncia tém sido propostos na
patogenicidade das espécies de Candida, sendo que a adeséo as células

do hospedeiro, secrecdo de enzimas hidroliticas, formacdo de hifas e
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desenvolvimento de biofilme aparentemente tém maior importancia
(Williams et al., 2011).

A aderéncia de Candida nas superficies do hospedeiro é
necessaria para uma inicial colonizacdo e contribui para a sua
permanéncia no mesmo. As células de Candida se aderem em diversos
tipos de células do hospedeiro, como células epiteliais, endoteliais e
fagociticas (Nobile et al., 2008).

Janeway e Medzhitov (2002) sugerem um modelo onde
grupos moleculares de associacdo ao patdégeno, conhecidos como
PAMPs (do inglés Pathogen-associated molecular patterns) interagem
com a superficie das células do hospedeiro. Nas leveduras do género
Candida, principalmente em C. albicans, s&o consideradas PAMPs alguns
componentes de sua parede celular tais como mananas, manoproteinas,
beta-glucanos e chitina (Netea et al., 2008). A maioria dos estudos desses
tipos de moléculas é realizada em leucdcitos; logo, a importancia dos
PAMPs nas células epiteliais e nas mucosas ainda ndo estd bem
estabelecida (van der Meer et al., 2010).

Espécies de Candida secretam diversas enzimas
hidroliticas, tais como aspartil proteinases, fosfolipases, lipases,
fosfomonoesterases e hexoaminidases (Odds, 1994). As enzimas aspartil
proteinases estdo envolvidas na evasao destes micro-organismos do
sistema imunolégico do hospedeiro, como por exemplo, hidrolise de IgA
secretora presente nas mucosas, bem como na invasdo e destruicdo do
tecido do mesmo. As fosfolipases também estdo envolvidas com a
invasao e destruicdo do tecido do hospedeiro e sua atividade € acentuada
guando ocorre o contato das hifas produzidas por estas leveduras com o
tecido do hospedeiro (Williams et al., 2011).

As leveduras do género Candida, em particular C.
albicans, podem apresentar modificagdes morfolégicas dependendo das
condicdes em que se encontram. Os tipos possiveis apresentados sao na

forma de levedura, pseudohifas ou hifas verdadeiras. Acredita-se que a
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formacédo de hifas tenha um importante papel na invasédo de tecidos e
biomateriais, uma vez que mutantes de C. albicans com baixa capacidade
de formacédo de hifas, bem como espécies nédo-albicans com formacéao
insuficiente destas, exibem menor habilidade para invadir tecidos
(Jayatilake et al., 2006). Além disso, a formacdo de hifas confere a
Candida spp. maior resisténcia aos fagocitos quando comparados com as
formas leveduriformes, sendo significante para sua patogenicidade
(Williams et al., 2011). Outro fator essencial de viruléncia de Candida spp.
€ a sua capacidade de se aderir em superficies e formar biofilmes. O
biofiime pode se desenvolver tanto em superficies biol6gicas quanto
superficies inertes, como cateteres intravasculares, shunts pulmonares,
stents endovasculares, préteses e implantes (Raad, 1998; Ramage et al.,
2006). A formacéao de biofilme é importante na patogenicidade de Candida
porque ele se torna uma barreira contra a penetracdo de fatores
imunoldgicos do hospedeiro e de drogas antimicrobianas (Hawser,
Douglas, 1995; Vuong et al., 2004). Isto ocorre devido a formacao de uma
matriz extracelular polissacaridica, que inibe a difusdo das moléculas do
antimicrobiano para o interior do biofilme ou pela ag&o i6nica do biofilme,
que diminui sua acgédo esperada (Al-Fattani, Douglas, 2004; Baillie,
Douglas, 2000).

2.4.2 Candida albicans

Candida albicans é um fungo comensal da microflora
humana residente na cavidade bucal, no trato gastrointestinal e
urogenital. Considerado um patdgeno oportunista, € comumente causa de
infeccbes, como estomatite protética e outras candidoses bucais, e
também infeccbes do trato urinario. Além do mais, podem também

provocar infecgbes sistémicas severas, principalmente em pacientes
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imunocomprometidos, como transplantados, sob quimoterapia, portadores
de AIDS e de Hepatite C. E considerada a espécie de Candida mais
patogénica para os seres humanos (Pitarch et al., 2006). A capacidade
dimorfica dessa levedura, ou seja, a habilidade de apresentar-se na forma
unicelular, hifas e pseudohifas, é considerada um importante fator de
viruléncia que auxilia esse microrganismo na formacao do biofilme (Stoldt
et al., 1997). Estudos tém sugerido que a baixa atividade metabdlica,
expressdo de genes induzidos pelo contato, presenca de matriz
extracelular e maior capacidade antioxidante estdo envolvidos com a
resisténcia antifingica relacionadas ao biofilme (LaFleur et al., 2006;

Seneviratne et al., 2008).

2.4.3 Espécies de Candida néo-albicans

A maior parte dos casos de candidoses tem sido atribuida
a C. albicans. Entretanto, espécies de Candida nao-albicans (CNA) tém
sido comumente identificadas e a prevaléncia dessas espécies em
infeccbes humanas esta mudando nos ultimos anos (Silva et al., 2009).
Na década de 80, de acordo com Kiehn et al. (1980), C. albicans
representavam 68% de Candida spp. isoladas de outros sitios, além do
sangue, de pacientes com cancer, enquanto C. tropicalis, C. parapsilosis
e C. glabrata representavam apenas 12,3, 10,3 e 3,0% dos isolados,
respectivamente. Todavia, mais recentemente, 60% dos casos relatados

de fungemia foram atribuidos a CNA (Basseti et al., 2006).
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2.4.3.1 Candida tropicalis

Candida tropicalis tem sido considerada como emergente
e é atualmente a segunda ou terceira espécie mais comumente envolvida
em candidemias, especialmente em pacientes oncoldgicos (Weinberger et
al., 2005; Nucci, Colombo, 2007). Além disso, o crescimento da incidéncia
de C. tropicalis como agente causador de infec¢cdes hospitalares no trato
urinario e infec¢cdes neonatais vem sendo reportado (Rho et al., 2004;
Canpolat et al.,, 2011). Estudos em animais demonstraram que C.
tropicalis pode ser tao virulenta e patogénica quanto C. albicans (Wingard,
1995; Abi Said, Anaissie, 1998). Além disso, resisténcia ao fluconazol,
voriconazol, itraconazol e fluocitosina tem sido reportada (Borg-von
Zepelin et al., 2007; Lee et al., 2010, Pfaler et al.,, 2010; Panizo et al.,
2009).

2.4.3.2 Candida parapsilosis

Candida parapsilosis é geralmente considerada como
uma das espécies de levedura menos virulentas. Entretanto, mais
recentemente, esta levedura tem sido causa de candidemia, pancreatite,
endoftalmia e peritonite (Bonassoli, 2005; van Asbeck et al., 2009).
Fatores importantes que tém contribuido para o crescimento de infeccdes
por este fungo é o uso de nutricdo parenteral ou uso de cateter venoso
central (Eggimann et al.,, 2003, Krcmery, Barnes 2002). Infeccdes
primarias do trato urinario por C. parapsilosis vém crescendo nos ultimos
anos, principalmente pela presenca de cateteres urinarios (Camacho et al.
2007; Passos et al. 2005; Tamura et al. 2003). A aderéncia de

7

microrganismos a superficies € um fator determinante para sua
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colonizacdo e possivel infeccdo (Tamura et al. 2003). Além disso, C.
parapsilosis € frequentemente isolado em superficies fisicas no ambiente
hospitalar (Girmenia et al., 1996; Jarvis, 1995). Surtos de infeccdes
nosocomiais por C. parapsilosis também tém sido descritos e tém sido
atribuidos a infeccéo cruzada a partir de méos de profissionais da area da
saude (Bonassoli, 2005). Sua resisténcia ao fluconazol, voriconazol,
itraconazol tem sido reportada (Lee et al., 2010, Pfaler et al., 2010; Panizo
et al., 2009; Kiraz, Oz, 2011).

2.4.3.3 Candida glabrata

7

Candida glabrata €é a segunda levedura mais
frequentemente isolada da flora normal dos seres humanos (Hedderwick
et al., 1998). Recentemente, se tornou um emergente agente de infecgdes
nosocomiais e ainda pouco é conhecido sobre sua epidemiologia (Hajjeh
et al., 2004). Esta levedura tem uma importancia particular porque possui
alta resisténcia intrinseca a certos agentes antifingicos, principalmente os
azéis (Tsai, Bobek, 1997). Estudos vém demonstrando resisténcia dessa
levedura aos azbis como fluconazol, voriconazol, itraconazol e
pozaconazol, e também a equinocandinas como anidulafungina,
caspofungina e micofungina (Lee et al., 2010, Pfaler et al., 2010; Panizo
et al., 2009; Kiraz, Oz, 2010). Fatores como o uso de antibiéticos de largo
espectro, de cateter venoso central, problemas renais, nutricdo
parenterais e pacientes em unidades de terapia intensiva sdo relatados
como importantes fatores para infeccdo por C. glabrata (Malani et al.,
2005).
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2.4.3.4 Candida krusei

Candida krusei é um patégeno fungico associado a
pacientes imunocomprometidos. Sua resisténcia intrinseca ao fluconazol
e a diminuicdo de sua susceptibilidade a outros agentes antifingicos séo
fatores probleméaticos. Quando ocorre a colonizacdo por este fungo, a
disseminacdo pode ser rapida (Hager et al., 2010). Infeccdes ou
colonizagdes invasivas por este fungo tém sido associadas a terapia
antifungica profilatica (Vos et al., 2006; Wingard et al., 1991; Hope et al.,
2002). Estudos vém demonstrando resisténcia dessa levedura aos outros
azbéis como voriconazol, itraconazol e pozaconazol, e também a
equinocandinas como caspofungina (Lee et al., 2010, Pfaler et al., 2010;
Panizo et al., 2009; Kiraz, Oz, 2010).

2.4.3.5 Candida dubliniensis

Candida dubliniensis, primeiramente descrita na Irlanda,
compartilha muitas semelhancas fenotipicas com C. albicans (Sullivan et
al., 2004). Apesar das semelhancas fenotipicas e genotipicas, uma clara
diferenca sobre as suas capacidades em causar doencas pode ser
observado (Stokes et al., 2007). Estudos in vivo sugerem que C.
dubliniensis € menos virulenta que C. albicans (Sullivan et al., 2004;
Gilfillan et al., 1998). De acordo com Stokes et al. (2007), a menor
viruléncia de C. dubliniensis em relacdo a C. albicans parece ser
multifatorial; todavia, pode estar particularmente correlacionada com sua
menor capacidade de aderéncia e invasao do tecido epitelial da boca e do
trato gastrointestinal, associada com sua capacidade limitada de produzir

hifas in vivo. Apesar de sua menor viruléncia, C. dubliniensis tem sido
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relatada como causadora de candidemia (Asmundsdottir et al., 2008;
Metwally et al., 2007; Chan, 2005) e sua resisténcia aos azois vém sendo
descrita (Chunchanur et al., 2009; Salgado-Parrefio et al., 2007).

2.5 Antifungicos

As classes mais eficazes dos agentes antifingicos
utilizados no tratamento de infec¢des por Candida spp. sdo os azélicos,
polienos e equinocandinas (Akins, 2005), que representam o limitado
arsenal de drogas antifungicas no combate de infec¢des por leveduras do
género Candida (White et al., 1998; Yu et al.,, 2005). Estes agentes
também tém limitacdes significativas em uso na rotina clinica. Os
antifangicos azélicos sédo fungistaticos e seu uso € prejudicado pelo
surgimento de espécies de C. albicans resistentes a azéis (White et al.,
1998; Yu et al., 2005). Os polienos tém efeitos secundarios adversos, tais
como a nefrotoxicidade e insuficiéncia renal (Wingard et al., 1999; Bates
et al., 2001). Os antifungicos equinocandina sdo caros e tém sido
associados a febre, tromboflebite e hepatocitoxidade (Johnson, Perfect,
2003; Rex et al., 2001; Rybowicz; Gurk-Turner, 2002).

Uma vez que infecgcbes por Candida spp. ocupam hoje
entre o0 terceiro e quarto lugar como causadores de infeccghes
nosocomiais (Wisplinghoff et al., 2004; Pfaller; Diekema, 2007), que estes
microrganismos possuem a capacidade de formar biofiime em diversas
superficies (Raad, 1998; Ramage et al., 2006) e vém demonstrando
resisténcia aos antifingicos (White et al.,, 1998; Yu et al., 2005)
principalmente quando dispostas em biofiimes (LaFleur et al., 2006;
Seneviratne et al.,, 2008) e devido a pequena quantidade de drogas
disponiveis para seu tratamento (Yu et al.,, 2005), torna-se de grande

interesse o desenvolvimento de meios alternativos para o controle desses
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microrganismo (Silver; Bostian, 1993), ja que o impacto de compostos
naturais sobre doencas infecciosas humanas tem merecido muito

interesse nas ultimas décadas (Leitdo et al., 2004; Takarada et al., 2004).

2.6 Plantas com Potencial Antifungico

Uma alternativa para os problemas encontrados com o uso dos
antifingicos convencionais pode ser a descoberta de compostos naturais
com potencial antifangico (Schmourlo et al., 2004), ja que 0 uso empirico
de drogas antifungicas tem contribuido para a diminuicdo da
susceptibilidade (Basseti et al., 2006; Vazquez et al., 1993).

O Brasil € um pais conhecido mundialmente devido a sua
diversidade vegetal e pela variedade de produtos com acdo medicinal,
sendo assim, as espécies vegetais sdo muito utilizadas como antifingicos
nas suas diversas regides (Menezes et al., 2009). O estudo de Braga et
al. (2007) encontrou potencial antifiungico para aroeira vermelha (Schinus
terebinthifolius Raddi) e para o cajueiro (Anacardium occidentale L).
Neste mesmo estudo, plantas como alfavaca (Ocimum gratissimum),
guandu (Cajanus cajan) e pimenta-de-macaco (Piper aduncum)
apresentaram potencial antifingico contra Candida albicans e
Cryptococcus neoformans. Extrato etandlico dos frutos de Buchenavia
tomentosa também ja teve sua acdo antifuingica demostrada para

leveduras do género Candida e C. neoformans (Batista et al., 2010).



3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral:

Avaliar a atividade antifingica de extratos de B. tomentosa
sobre Candida spp.

3.2 Objetivos especificos:

a) Avaliar a atividade antifungica de diferentes métodos de
obtencdo de extratos de B. tomentosa sobre cepas padréo
de Candida spp. para selecdo de 2 extratos mais ativos

(screening);

b) Avaliar a atividade antifingica e a variacdo intra-espécies
da acdo antimicrobiana dos extratos mais ativos de B.
tomentosa sobre isolados de Candida spp. de origem
hospitalar, de lesdes de candidoses bucais e também

cepas padrao, através da determinagéo da CIM e CFM,;

c) Caracterizar quimicamente os extratos mais ativos.



4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado em colaboragdo com o
Prof. Adj. Alberto Delbem (FOA/UNESP), com Prof. Dr. Marcos José
Salvador (IB/UNICAMP) e com a Proff Dra. Soénia Khouri
(NUFABI/UNIVAP).

4.1 Coleta das folhas de B. tomentosa

Os exemplares das plantas foram coletados na regiéao
pantaneira no periodo de inundacdo. As plantas foram coletadas no
municipio de Corumba, no estado de Mato Grosso do Sul (Latitude:
19°0'42.95” sul; Longitude: 57°40°22.99” oeste). A identificacdo da
espécie foi realizada pelo botanico Anténio Arantes B. Sobrinho. Foi feita
uma exsicata (Figura 1) com um exemplar da planta, que foi depositada
junto ao herbario da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

com a numeragao 154259.
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Figura 1 - Exsicata da planta Buchenavia tomentosa.

4.2 Preparo dos extratos vegetais

Esta fase do estudo foi realizada em colaboragédo com o
Prof. Dr. Marcos José Salvador (IB/JUNICAMP). Os extratos foram
preparados de acordo com parametros pré-estabelecidos, nas quais
somente folhas com aspecto sadio foram utilizadas. Estas foram secas
em estufa a 38 °C e pulverizadas em seguida (Navarro et al., 1998). Para
todos os extratos, foi utilizada a proporcdo de 20 gramas de p6 / 400 ml
solvente.

Os extratos aquosos foram obtidos por decoc¢do em agua
deionizada por 5 minutos a 100 °C, por 1 hora a 55 °C ou por 72 horas a
temperatura ambiente (Tsuchiya et al., 1994). Os extratos etandlicos e
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hexanicos foram macerados por 72 horas a temperatura ambiente,
filtrados em filtro de papel e concentrados em evaporador rotatorio sob
pressdo reduzida e temperatura de 60 a 70 °C. Os extratos aquosos e
hidroalcoolicos foram esterilizados por filtracdo com membranas de éster
de celulose de 0,22 um e liofilizados (Tabela 1). O extrato hexéanico nao
foi utilizado devido a sua fraca atividade antimicrobiana observada em

estudo piloto.

Tabela 1 - Modo de preparo e cédigo dos solventes

Cdédigo Solvente Tempo Temperatura Processamento
A Etanol 70 ° 72 h temp. ambiente liofilizagao
B Agua 5 min. 100°C liofilizacao
C Agua 60 min. 55°C liofilizac&o
D Agua 72 h temp. ambiente liofilizacdo
E* Etanol 99 ° 72 h temp. ambiente evaporacao do solvente

*ApOs a macerac¢do com hexano, 72 horas, temperatura ambiente. min.: minutos
temp.: temperatura h: horas

4.3 Teste de difusdo em agar (Screening dos extratos mais ativos)

O objetivo desta etapa foi selecionar os extratos mais
ativos de B. tomentosa para posterior da determinagdo da Concentragao
Inibitéria Minima (CIM). Para tal, foram utilizadas as seguintes cepas de
referéncia: C. albicans ATCC 18804, C. tropicalis ATCC 13803, C.
parapsilosis ATCC 22019, C. glabrata ATCC 90030, C. krusei ATCC 6258
e C. dubliniensis ATCC 778157.

A metodologia utilizada para triagem da atividade
antifangica in vitro dos extratos foi a de difusdo em agar pela técnica do
poco com dupla camada de agar (Holder, Boyce, 1994). Para tal,

aliquotas de 10 ml de um meio de cultura contendo 5 ml de RPMI 1640
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liquido preparado sem bicarbonato de sédio, com L-alanina, acrescido
com 2% de glicose, tamponado em pH 6,5 com MOPS (&4cido 3-[N-
morfolino]propanesulfénico), esterilizado por filtracdo e 2 vezes
concentrado e mais 5 ml de agar a 3% esterilizado em autoclave e com
temperatura de aproximadamente 50 °C, foi colocado em placas de Petri
estéreis com tamanho de 90 x 15 mm, formando assim uma base no
fundo das placas (camada base).

Os microrganismos foram semeados em agar Sabouraud
dextrose. ApOs 24 horas de incubacdo a 37 °C, os in6culos foram
preparados em solucdo fisiolégica estérii 0,9% na concentracdo 10°
células/ml utilizando espectrofotbmetro, conforme prévia padronizacao
das densidades o¢pticas (OD) e dos comprimentos de onda. Para C.
albicans, utilizou-se OD= 0,380 e o comprimento de onda utilizado foi 550
nm. Para C. parapsilosis, utilizou-se OD= 0,380 e o comprimento de onda
530 nm. Para o restante das espécies, utilizou-se 0OD=0,280 e
comprimento de onda de 530 nm.

A camada seed foi obtida adicionando-se 100 pl do
indbculo em 10 ml do mesmo meio de cultura acima descrito. Apés
homogeiniza¢do, o agar contendo o indculo foi vertido sobre a camada
base. O volume final (camada base + camada seed) na placa foi de 20 ml.
Apo6s completa solidificacdo do meio, orificios de aproximadamente 5 mm
de diametro foram confeccionados no agar com auxilio de canudos
plasticos esterilizados. Em seguida, os pocos receberam 50 ul dos
extratos ressuspensos no meio de cultura RPMI 1640 (sem bicarbonato
de sodio, com L-alanina, acrescido com 2% de glicose, tamponado em pH
6,5 com MOPS, esterilizado por filtracdo e 2 vezes concentrado) em uma
concentracdo de 50 mg/ml. Como controle negativo foi utilizado agua
destilada estéril e como controle positivo foi utilizado anfotericina B na
concentracédo 2 ug/ml. Foi aguardado um periodo de 1 hora para permitir
a difusdo dos extratos antes de incubar as placas em estufa a 37 °C

durante 24 horas.
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Apbs o periodo de incubacgdo, os halos de inibicdo foram
verificados com auxilio de uma lupa estetoscopia e medidos com auxilio
de uma régua. Os dois extratos que produziram halos iguais ou maiores
gqgue 7 mm foram selecionados para realizacdo dos testes de
Concentracao Inibitéria Minima, de acordo com parametro proposto por
Nascimento et al. (2000).

4.4 Atividade antifungica sobre cepas padrao e isolados clinicos -
Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da

Concentracao Fungicida Minima (CFM) dos extratos mais ativos

Foi considerada a CIM do extrato vegetal a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento fungico. Foram obtidos
valores de CIM para as amostras padrédo C. albicans ATCC 18804, C.
tropicalis ATCC 13803, C. parapsilosis ATCC 22019, C. glabrata ATCC
90030, C. krusei ATCC 6258 e C. dubliniensis ATCC 778157.

Além das amostras padrdo, foram também avaliadas
amostras clinicas previamente de candidoses nosocomiais (candidemia,
lavado bronquico, entre outros) as quais foram coletadas e identificadas
previamente no trabalho de Khouri (2010) com aprovacdo do comité de
ética e pesquisa com seres humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas
(ICB) da Universidade de Séao Paulo (USP) sob o niumero de protocolo
702/CEP (ANEXO A). As amostras foram armazenadas em colecéao (BHI
+ glicerol a 20%, congeladas a -20 °C). Foram incluidas no estudo 35 C.
albicans, 19 C. tropicalis, 20 C. parapsilosis, 8 C. glabrata e 1 C. krusei.
Além disso, foram incluidas 5 cepas de C. dubliniensis isoladas de
candidose orofarigea de pacientes hospitaliados e conservadas em agua
destilada. Estas cepas foram fornecidas pelos pesquisadores Quindos e

Pontén, da Universidade do Pais Basco (Espanha). Também foram
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utilizados isolados provenientes de lesGes de estomatite protética, obtidos
em estudo de Crastechini et al. (2009) com aprovacdo do comité de ética
e pesquisa com seres humanos local sob o numero de protocolo
070/2006-PH/CEP (ANEXO B). As amostras foram armazenados em
colecdo (BHI + glicerol a 20%, congeladas a -20 °C), sendo 30 de C.
albicans, 5 de C. glabrata e 3 de C. tropicalis).

Os microrganismos foram semeados em agar Sabouraud
Dextrose. Apdés 24 horas de incubacdo a 37 °C, os in6culos foram
preparados em solucdo fisiolégica estérii 0,9% na concentracdo 10°
células/ml através de um espectrofotdmetro. Foi utilizada a técnica da
microdiluicio em caldo: 100 pl dos extratos de B. tomentosa
ressuspensos no meio de cultura RPMI 1640 (sem bicarbonato de sédio,
com L-alanina, acrescido com 2% de glicose, tamponado em pH 6,5 com
MOPS, esterilizado por filtracdo e 2 vezes concentrado) em uma
concentracdo de 50 mg/ml, foram colocados na coluna 1 de uma placa
com 96 pocgos.

Diluicbes seriadas de razdo 2 dos extratos foram obtidas,
a partir da concentracéo original do extrato, sendo que as concentracos
obtidas nas colunas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 da placa de 96 pocos (em
mg/ml) foram 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,39 e 0,2. Depois de prontas as
diluicdes, 50 ul dos inoculos foram pipetados nos pocos. A CIM foi
avaliada apos 24 horas de incubacao. Esta avaliacdo foi realizada através
da semeadura de pequenas aliquotas das diluicdbes e dos controles
positivos em placas contendo agar BHI. Apos incubagéo 24 horas a 37 °C
e depois foi observada, através do crescimento das colbnias e
comparacao com 0s controles positivos, a menor concentracdo do extrato
gue foi capaz de inibir o crescimento fungico (CIM) ou de eliminar as
células (CFM). O controle positivo foi feito na coluna 12, onde foi pipetado
50 ul de RPMI (nas mesmas condi¢cbes acima descritas) e 50 ul do

in6culo.
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4.5 Caracterizacdo quimica dos extratos mais ativos

Esta fase do estudo foi realizada em colaboracdo com o
Prof. Dr. Marcos José Salvador, do Curso de Farmécia da Universidade
Estadual de Campinas (IB/lUNICAMP). Os extratos selecionados foram
submetidos a espectrometria de massas por injecao direta por eletrospray
(ESI-MS).

Esta técnica consiste espirrar para fora de uma pequena
agulha, na qual uma alta voltagem € aplicada, a solucdo da amostra
ionizada em pressao atmosférica e em um solvente apropriado. Esse
processo produz pequenas goticulas carregadas, as quais tém solvente
evaporado deixando a molécula a ser analisada na fase gasosa e
ionizada. Depois, essas sao “arrastadas” por um sistema acelerador de
ions no espectrometro de massa que esta essencialmente no vacuo, e 0s
ions sdo separados e detectados usando um analisador.

Essa analise pode ser por modo negativo, gerando
moléculas ndo protonadas (M-H) ou por modo positivo, gerando
moléculas protonadas (M+H)*. No presente estudo, esta metodologia
buscou realizar uma analise preliminar dos extratos de Buchenavia
tomentosa (Combrateceae) numa tentativa de tracar seu perfil quimico e
visando realizar um estudo inicial de desreplicacdo de seus extratos,
buscando-se verificar a possivel presenca de alguma substancia ja
isolada de plantas da mesma familia, género ou espécie.

Para tal, cerca de 1 mg das amostras foram solubilizados
em 1 ml de metanol (S1). Em seguida, 100 pl de S1 foi diluido em 900 pl
de uma solucdo metanol/agua (1:1) acrescida de 0,1% de hidroxido de
amonio (NH4OH), gerando uma primeiro diluicdo (D1). Depois, 100 pl de
D1 foi diluido em 900 ul de uma solugdo metanol/agua (1:1) acrescida de
0,1% de hidroxido de amoénio (NH,OH). Esta solucédo foi injetada

diretamente no Espectrometro de Massas Quadrupolar — Micromass, por
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eletrospray, e a andlise foi realizada em modo positivo e em modo
negativo (Roesler et al., 2008).

Os constituintes foram identificados por comparacdo de
seus pesos moleculares e espectros de fragmentacdao ESI-MS/MS com

dados encontrados previamente na literatura cientifica (Tabela 10).



5 RESULTADOS

5.1 Teste de difusdo em &gar (Screening)

A selecdo dos extratos para determinacdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM), foram considerados os parametros
estabelecidos por Nascimento et al. (2000), no qual a presenca de halos
de inibicdo superiores a 7 mm sugere extratos com potencial atividade
antimicrobiana.

Os resultados deste screening (tabela 2) demonstraram
que os extratos aquosos B (5 minutos/100 °C), C (60 minutos/55 °C) e D
(72 horas/temperatura ambiente) formaram halos de inibicdomaiores que
7 mm para todas as cepas padrao estudadas, a partir da concentracao de
50 mg/ml. Também ocorreu formacao de halos de inibicdo maiores que 7
mm a partir dos extratos A (Etanol 70 °/temperatura ambiente/72 horas) e
E (Etanol 99 °/temperatura ambiente/apos maceracdo com hexano) para
as cepas padréo de C. albicans (ATCC 18804), C. parapsilosis (ATCC
22019), C. glabrata (ATCC 90030), C. krusei (ATCC 6258) e C.
dubliniensis (ATCC 778157).

Entretanto, para cepa padrdo de C. tropicalis (ATCC
13803) os extratos A e E foram inativos. Em todos os extratos estudados,
houve formacdo de halo total para a espécie C. krusei (tabela 2),
sugerindo efeito fungicida. Para todas as outras espécies (exceto C.
tropicalis no extrato B), os halos apresentaram microcolénias (tabela 2),

sugerindo assim efeito fungistatico.
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Segundo o0s parametros adotados, o0s resultados do
screening (tabela 2) sugeriram a selecdo dos extratos B e C como os 2

extratos mais ativos para os testes posteriores.

Tabela 2 - Resultados (em milimetros) do teste do halo de inibicdo para
obtencao dos dois extratos mais ativos de Buchenavia tomentosa

Tipo de C. C. C. C. C. C.
extrato  albicans  tropicalis parapsilosis  glabrata krusei  dubliniensis
ATCC: ATCC: ATCC: ATCC: ATCC: ATCC:
18804 t 13803 t 22019 t 90030 ¥ 6258 778157 t
A 20 0 16 15 13 16
B 19 11 % 16 12 18 16
C 17 11 17 13 16 15
D 20 11 15 11 16 17
E 17 0 19 18 15 17
T Presenga de microcolbnias nos halos
1 Halo total

A= Etanol 70 °/72 h/temperatura ambiente; B= agua/5 min/100 °C; C= agua/60 min/55
°C; D= 4gua/72 h/temperatura ambiente; E= Etanol 99 °/72 h/temperatura ambiente/apos
maceragao com hexano

Os resultados apresentados na tabela 2 estdo ilustrados
nas figuras 2, 3, 4, 5, 6 e 7, nas quais respectivamente, é possivel
observar os halos de inibicdo de C. albicans (ATCC 18804), C. tropicalis
(ATCC 13803), C. parapsilosis (ATCC 22019), C. glabrata (ATCC 90030),
C. dubliniensis (ATCC 778157) e C. krusei (ATCC 6258) frente aos
extratos A (etanol 70 °/72 horas/temperatura ambiente), B (agua/5
minutos/100 °C), C (dgua/60 minutos/55 °C), D (agua/72
horas/temperatura ambiente) e E (etanol 99 °/72 horas/temperatura

ambiente/ap0s maceracdo com hexano).
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Figura 2 - Screening dos 2 extratos mais ativos de Buchenavia tomentosa para Candida
albicans (ATCC: 18804); A= Etanol 70 °/72 horas/temperatura ambiente; B= agua:5
minutos/100 °C; C= 4gua:60 minutos/55 °C; D= agua:72 horas/temperatura ambiente; E=
Etanol 99 °/72 horas/temperatura ambiente/ap6s maceracdo com hexano.

Figura 3 - Screening dos 2 extratos mais ativos de Buchenavia tomentosa para Candida
tropicalis (ATCC 13804); A= Etanol 70 °/72 horas/temperatura ambiente; B= agua:5
minutos/100 °C; C= agua:60 minutos/55 °C; D= agua:72 horas/temperatura ambiente; E=
Etanol 99 °/72 horas/temperatura ambiente/apds maceracdo com hexano.
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Figura 4 - Screening dos 2 extratos mais ativos de Buchenavia tomentosa para Candida
parapsilosis (ATCC 22019); A= Etanol 70 °/72 horas/temperatura ambiente; B= agua:5
minutos/100 °C; C= 4gua:60 minutos/55 °C; D= agua:72 horas/temperatura ambiente; E=
Etanol 99 °/72 horas/temperatura ambiente/ap6s maceracao com hexano.

Figura 5 - Screening dos 2 extratos mais ativos de Buchenavia tomentosa para Candida
glabrata (ATCC 90030); A= Etanol 70 °/72 horas/temperatura ambiente; B= agua:5
minutos/100 °C; C= agua:60 minutos/55 °C; D= agua:72 horas/temperatura ambiente; E=
Etanol 99 °/72 horas/temperatura ambiente/apds maceracdo com hexano.
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Figura 6 - Screening dos 2 extratos mais ativos de Buchenavia tomentosa para Candida
dubliniensis (ATCC 778157); A= Etanol 70 °/72 horas/temperatura ambiente; B= agua:5
minutos/100 °C; C= 4gua:60 minutos/55 °C; D= agua:72 horas/temperatura ambiente; E=
Etanol 99 °/72 horas/temperatura ambiente/ap6s maceracdo com hexano.

Figura 7 - Screening dos 2 extratos mais ativos de Buchenavia tomentosa para Candida
krusei (ATCC 6258); A= Etanol 70 °/72 horas/temperatura ambiente; B= &gua:5
inutos/100 °C; C= agua:60 minutos/55 °C; D= agua:72 horas/temperatura ambiente; E=
Etanol 99 °/72 horas/temperatura ambiente/ap6s maceragéo com hexano.
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5.2 Atividade antifungica sobre cepas padrédo e isolados clinicos -
Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e

Concentracao fungicida minima (CFM) dos extratos mais ativos

5.2.1 Resultados para cepas padréo de Candida

Para esses testes foram selecionados os extratos B e C,
que apresentaram os melhores resultados no teste do halo de inibicdo. Os
resultados das Concentracfes Inibitérias Minimas (CIMs) e das
Concentra¢des Fungicidas Minimas (CFMs), (tabela 3) demonstraram que
os dois extratos apresentaram atividade antifingica frente todas as cepas
padrdo estudadas.

Para a maioria das cepas, seu efeito foi fungistatico,
apresentando atividade fungicida apenas para C. krusei (ATCC 6258). As
cepas de C. glabrata (ATCC 90030) e C. dubliniensis (ATCC 778157)
foram as que se apresentaram mais sensiveis (menores valores de CIM)
aos extratos e as cepas de C. albicans (ATCC 18804) e C. tropicalis
(ATCC 13803) foram as que se apresentaram mais resistentes (maiores
valores de CIM). Os valores das CIMs (tabela 3) variou de 0,2 a 12,5
mg/ml e os valores da CFM (tabela 3) para C. krusei (ATCC 6258) foi de

6,25 para o extrato B e 3,12 para o extrato C.
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Tabela 3 - Valores (em mg/ml) das Concentracdes Inibitérias Minima
(CIMs) e Concentragdes Fungicidas Minimas (CFMs) dos 2 extratos mais
ativos de Buchenavia tomentosa observadas nas cepas padrao de

Candida spp.
Espécie ATCC CIM CIM CFM CFM
Extrato B Extrato C Extrato B Extrato C
C. albicans 18804 12,5 12,5 - -
C. tropicalis 13803 12,5 12,5 - -
C. parapsilosis 22019 6,25 6,25 - -
C. glabrata 90030 0,20 0,20 - -
C. dubliniensis 778157 0,20 0,39 - -
C. krusei 6258 0,78 0,78 6,25 3,12

- Nao foi observado efeito fungicida; Extrato B= agua:5 minutos/100 °C; Extrato C=
agua:60 minutos/55 °C.

Os resultados da tabela 3 estéo ilustrados nas figuras 7 e

AN
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® 25 mg/ml
® 12,5 mg/ml
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® 3,12 mg/ml
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® 0,20 mg /ml
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positivo

Figura 8 - Testes para determinacao da Concentracao Fungicida Minina para as cepas
padrdo: 1- C. albicans (ATCC 18804); 2- C. tropicalis (ATCC 13803); C. parapsilosis
(ATCC 22019); B: extrato B; C: extrato C; as setas representam as concentracdes em

que se observam as CIMs.
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Y @ 25 mg/ml
¥ 4B
® 12,5 mg/ml
¥ 4 6,25 mg/m|
/ ® 3,12 mg/ml
5B
® 1,56 mg/ml
P 5C © 0,78 mg/ml
@® 0,39 mg/ml
/ 6B @® 0,20 mg /ml
@ Controle
/ 6C positivo

Figura 9 - Testes para determinacao da Concentracao Fungicida Minina para as cepas
padrdo: 4- C. glabrata (ATCC 90030); 5- C. dubliniensis (ATCC 778157); 6- C. krusei
(ATCC 6258); B: extrato B; C: extrato C; as setas pretas representam as concentracées
em que se observam as CIMs; as setas amarelas representam as concentragdes em que
se observam as CFMs.

5.2.2 Resultados para isolados de origem hospitalar de Candida spp.

ApOs a selecdo dos dois extratos mais ativos de B.
tomentosa, foram também determinadas as Concentragfes Inibitorias
Minimas (CIMs) e as Concentracdes Fungicidas Minimas (CFMs) para
cepas de Candida isoladas de infec¢fes sistémicas (tabelas 4, 5, 6 e 7).

Para os isolados de e C. albicans (Tabela 4), os dois
extratos exerceram atividade fungistatica sobre todas as cepas, sendo
gue para o extrato B, 40% (n=14) apresentaram a mesma CIM da cepa
padrdao (ATCC 18804) e para o extrato C, 51% (n=18) também
apresentaram a CIM idéntica a mesma cepa padrdo. Para 20 amostras
(57%), as CIMs foram as mesmas para os dois extratos. O extrato B
apresentou uma melhor efetividade, ja que 9 amostras (26%)
demostraram 0s menores valores de CIMs. O extrato C foi mais efetivo
em 6 amostras (17%) e as CIMs encontradas para estas amostras foram

maiores do que quando o extrato B foi mais efetivo.
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Tabela 4 - Valores (em mg/ml) das Concentracdes Inibitérias Minima
(CIMs) e Concentragdes Fungicidas Minimas (CFMs) dos 2 extratos mais
ativos de Buchenavia tomentosa observadas nos isolados hospitalares de
Candida albicans

Amostra Origem * Extrato B Extrato C
CIM CFM CIM CFM
1 Ponta de cateter 12,5 - 12,5 -
3 Secrecao fistular 6,25 - 12,5 -
8 Secrecao de escara 12,5 - 25 -
11 Lavado gastrico 6,25 - 6,25 -
12 Sonda 6,25 - 12,5 -
13 Lavado gastrico 12,5 - 6,25 -
14 Ponta de sonda 25 - 12,5 -
15 Ponta de sonda 25 - 12,5 -
20 Ponta de sonda 12,5 - 12,5 -
23 Escarro 12,5 - 12,5 -
24 Secrecao de ouvido 12,5 - 12,5 -
25 Ponta de sonda 12,5 - 12,5 -
27 Secrecao orofaringea 12,5 - 12,5 -
29 Hemocultura 12,5 - 6,25 -
30 Hemocultura 12,5 - 6,25 -
31 Hemocultura 12,5 - 12,5 -
34 Ponta de sonda 25 - 25 -
35 Hemocultura 25 - 25 -
46 Secrecéo traqueal 25 - 25 -
55 Secrecao excrotal 25 - 25 -
56 Secrecao orofaringea 25 - 25 -
60 Secrecao anal 1,56 - 1,56 -
61 Secrecao orofaringea 25 - 25 -
64 Secracao gastrica 25 - 25 -
65 Secrecao orofaringea 25 - 12,5 -
68 Ponta de intracath 25 - 25 -
69 Dreno inferior 12,5 - 12,5 -
70 Ponta de sonda vesical 3,12 - 12,5 -
72 Dreno superior 3,12 - 25 -
73 Dreno inferior 6,25 - 25 -
74 Ponta de sonda vesical 6,25 - 25 -
77 Ponta de sonda vesical 6,25 - 12,5 -
78 Hemocultura 12,5 - 12,5 -
85 Escarro 3,12 - 12,5 -

- Nao foi observado efeito fungicida; Extrato B= agua:5 minutos/100 °C; Extrato C=
agua:60 minutos/55 °C; * Amostras isoladas no trabalho de Khouri (2010).

Os dois extratos exerceram atividade fungistética sobre
todos os 19 isolados de C.tropicalis, sendo que para o extrato B, 11%
(n=2) apresentaram a mesma CIM da cepa padrdo e para o extrato C,
53% (n=10) também apresentaram a mesma CIM da cepa padréo (tabela
5). Para 4 amostras (21%), as CIMs foram as mesmas para os dois
extratos. O extrato B apresentou melhor efetividade, jA que para 13
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amostras (68%) menores CIMs foram observadas. O extrato C foi mais
efetivo que o B para apenas 2 amostras (11%). O extrato B apresentou
atividade fungicida para as amostras 5, 6, 37 e 41, cujos valores de CFM

(em mg/ml) foram, respectivamente, 6,25, 12,5, 6,25 e 12,5 (tabela 5).

Tabela 5 - Valores (em mg/ml) das Concentracdes Inibitérias Minima
(CIMs) e Concentragdes Fungicidas Minimas (CFMs) dos 2 extratos mais
ativos de Buchenavia tomentosa observadas nos isolados hospitalares de
Candida tropicalis

Amostra Origem * Extrato B Extrato C
CIM CFM CIM CFM
5 Ponta de sonda 3,12 6,25 6,25 -
6 Ponta de sonda 6,25 12,5 12,5 -
9 Secrecéo de escara 3,12 - 3,12 -
33 Secrecéo traqueal 6,25 - 1,56 -
37 Ponta de sonda vesical 3,12 6,25 1,56 -
41 Secrecéo traqueal 3,12 12,5 6,25 -
45 Ulcera 12,5 - 12,5 -
a7 Secrecao traqueal 3,12 - 6,25 -
48 Secrecao traqueal 3,12 - 6,25 -
50 Ponta de intracath 12,5 - 12,5 -
51 Sonda vesical 3,12 - 12,5 -
54 Secrecao traqueal 1,56 - 12,5 -
58 Screcado peniana 1,56 - 1,56 -
62 Sonda vesical 3,12 - 6,25 -
66 Ponta de sonda 6,25 - 12,5 -
67 Ponta de sonda vesical 3,12 - 12,5 -
71 Ponta de sonda vesical 6,25 - 12,5 -
81 Secregdo de Ulcera 3,12 - 12,5 -
82 Ponta de sonda vesical 3,12 - 12,5 -

- Nao foi observado efeito fungicida; Extrato B= agua:5 minutos/100 °C; Extrato C=
agua:60 minutos/55 °C; * Amostras isoladas no trabalho de Khouri (2010).

Para as 20 cepas de C. parapsilosis (Tabela 6), os dois
extratos exerceram atividade fungistatica sobre todas as cepas, sendo
gue para o extrato B, 15% (n=3) apresentaram a mesma CIM da cepa
padrdao (ATCC 22019) e para o extrato C, 15% (n=3) também
apresentaram a CIM idéntica a mesma. Para 10 amostras (50%), as CIMs
foram similares para os dois extratos. O extrato B apresentou uma melhor
efetividade, ja que 6 amostras (30%) apresentaram menores valores de

CIMs. O extrato C foi mais efetivo que o B para 3 amostras (15%).
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Tabela 6 - Valores (em mg/ml) das Concentracdes Inibitérias Minima
(CIMs) e Concentragdes Fungicidas Minimas (CFMs) dos 2 extratos mais
ativos de Buchenavia tomentosa observadas nos isolados hospitalares de
Candida parapsilosis

Amostra Origem * Extrato B Extrato C
CIM CFM CIM CFM

2 Ponta de cateter 1,56 - 1,56 -
4 Secrecao maxilar 3,12 - 3,12 -
7 Secrecao traqueal 6,25 - 12,5 -
10 Secrecao de cateter 3,12 - 12,5 -
22 Hemocultura 12,5 - 6,25 -
26 Hemocultura 0,2 - 0,2 -
38 Secrecéo traqueal 3,12 - 1,56 -
42 Hemocultura 0,39 - 0,78 -
44 Secrecdo abdominal 3,12 - 3,12 -
49 Ponta de intracath 0,78 - 0,78 -
52 Sonda vesical 3,12 - 3,12 -
53 Ponta de intracath 1,56 - 3,12 -
59 Secrecao no tornozelo 6,25 - 6,25 -
80 Ponta de cateter 6,25 - 6,25 -
89 Secrecéo traqueal 3,12 - 3,12 -
90 Sangue 1,56 - 1,56 -
93 Secrecéo 3,12 - 3,12 -
98 Sangue 0,2 - 0,39 -
99 Secregéao no pé 3,12 - 1,56 -
100 Secrecdo abdominal 1,56 3,12

- Néo foi observado efeito fungicida; Extrato B= agua:5 minutos/100 °C; Extrato C=
agua:60 minutos/55 °C; * Amostras isoladas no trabalho de Khouri (2010).

As 8 cepas de C. glabrata (tabela 7), ao contrario das
demais cepas estudadas, foram mais sensiveis ao extrato C, ja que 4 das
8 amostras (50%) apresentaram CIMs menores quando comparados ao
extrato B. Nas outras 4 cepas, 2 foram mais sensiveis ao extrato B (25%)
e 2 (25%) apresentaram CIMs iguais. Todas as cepas de C. glabrata
isoladas de origem hospitalar apresentaram CIMs maiores do que a cepa
padrao.

Para as 5 cepas de C. dubliniensis (tabela 7), 1 cepa
(20%) apresentou-se mais sensivel para o extrato C. Em 2 cepas (40%), o
extrato B foi o mais efetivo e nas outras 2 (40%), as CIMs foram as
mesmas. As 5 cepas de C. dubliniensis demonstraram CIMs para maiores
do que a cepa padrao para ambos extratos.

Para a amostra de C. krusei (tabela 7) os resultados das

CIMs das CFMs foram idénticos para os dois extratos. As CIMs
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encontradas foram maiores do que a cepa padréo (tabela 3) e a CFM
obtida a partir da cepa de infeccao sistémica foi menor para o extrato B e

igual para o extrato C em relacédo a cepa padréo (tabela 3).

Tabela 7 - Valores (em mg/ml) das Concentra¢des Inibitérias Minima
(CIMs) e Concentracdes Fungicidas Minimas (CFMs) dos 2 extratos mais
ativos de Buchenavia tomentosa observadas nos isolados hospitalares de
Candida glabrata, Candida dubliniensis e Candida krusei

Amostra Origem Espécie Extrato B Extrato C
CIM CFM CIM CFM
16 Ponta de cateter* C. glabrata 1,56 - 0,39 -
32 Secregdo maxilar* C. glabrata 0,78 - 1,56 -
36 Secregdo traqueal* C. glabrata 0,78 - 0,39 -
40 Secrecgdo de cateter* C. glabrata 1,56 - 1,56 -
43 Hemocultura* C. glabrata 0,78 - 1,56 -
63 Hemocultura* C. glabrata 6,25 - 6,25 -
79 Secrecao traqueal* C. glabrata 0,78 - 0,39 -
96 Hemocultura* C. glabrata 1,56 - 0,39 -
88 Ponta de cateter* C. krusei 156 3,12 156 3,12
99208 Candidose orofaringea** C. dubliniensis 6,25 - 3,12 -
99209 Candidose orofaringea** C. dubliniensis 0,39 - 0,78 -
132 Candidose orofaringea** C. dubliniensis 6,25 - 12,5 -
134 Candidose orofaringea** C. dubliniensis 0,39 - 0,39 -
135 Candidose orofaringea** C. dubliniensis 3,12 - 3,12 -

- Néo foi observado efeito fungicida; Extrato B= agua:5 minutos/100 °C; Extrato C=
agua:60 minutos/55 °C; * Amostras isoladas no trabalho de Khouri (2010); ** Amostras
fornecidas pelos pesquisadores Quindos e Pontdn da Universidade do Pais Basco
(Espanha).

5.2.3 Resultados para cepas isoladas de lesdes de candidose eritematosa

Para as 30 cepas de C. albicans isoladas de lesbes de
candidose eritematosa (Tabela 8), os dois extratos exerceram atividade
fungistética sobre todas as cepas, sendo que para o extrato B, 30% (n=9)
apresentaram a mesma CIM da cepa padrao (ATCC 18804) e para o
extrato C, 33% (n=10) também apresentaram a CIM idéntica a mesma
cepa padrao. Para 17 amostras (57%), as CIMs foram as mesmas para 0s
dois extratos. O extrato B apresentou uma melhor efetividade, ja que para
9 amostras (30%) as CIMs foram menores do que ao extrato C, e as

menores CIMs encontradas foram a partir deste. O extrato C foi mais
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efetivo em 4 amostras (13%) e as CIMs encontradas para estas amostras

foram maiores do que quando o extrato B foi mais efetivo.

Tabela 8 - Valores (em mg/ml) das Concentracdes Inibitérias Minimas
(CIMs) e Concentracdes Fungicidas Minimas (CFMs) dos 2 extratos mais
ativos de Buchenavia tomentosa observadas nas cepas de Candida
albicans isoladas de lesdes de candidose eritematosa

Amostra Origem * Extrato B Extrato C
CIM CFM CIM CFM
PO1 candidose eritematosa 0,78 - 6,25 -
P02 candidose eritematosa 1,56 - 3,12 -
P04 candidose eritematosa 12,5 - 12,5 -
P06 candidose eritematosa 12,5 - 12,5 -
P07 candidose eritematosa 12,5 - 12,5 -
P08 candidose eritematosa 6,25 - 12,5 -
P09 candidose eritematosa 12,5 - 12,5 -
P11 candidose eritematosa 1,56 - 6,25 -
P13 candidose eritematosa 6,25 - 6,25 -
P14 candidose eritematosa 12,5 - 12,5 -
P15 candidose eritematosa 6,25 - 6,25 -
P18 candidose eritematosa 3,12 - 3,12 -
P21 candidose eritematosa 6,25 - 6,25 -
P22 candidose eritematosa 12,5 - 12,5 -
P24 candidose eritematosa 0,78 - 6,25 -
P27 candidose eritematosa 12,5 - 12,5 -
P28 candidose eritematosa 3,12 - 6,25 -
P29 candidose eritematosa 3,12 - 6,25 -
P30 candidose eritematosa 6,25 - 3,12 -
P31 candidose eritematosa 6,25 - 6,25 -
P32 candidose eritematosa 12,5 - 12,5 -
P38 candidose eritematosa 6,25 - 6,25 -
P42 candidose eritematosa 12,5 - 12,5 -
P43 candidose eritematosa 3,12 - 6,25 -
P44 candidose eritematosa 6,25 - 3,12 -
P45 candidose eritematosa 0,78 - 6,25 -
P46 candidose eritematosa 6,25 - 6,25 -
P47 candidose eritematosa 3,12 - 1,56 -
P48 candidose eritematosa 6,25 - 6,25 -
P51 candidose eritematosa 6,25 - 6,25 -

- Néo foi observado efeito fungicida; Extrato B= agua:5 minutos/100 °C; Extrato C=
agua:60 minutos/55 °C; * Amostras isoladas no trabalho de Crastechini et al (2009).

Os resultados mais uma vez demonstram uma melhor
atividade do extrato C frente a C. glabrata (tabela 9), neste caso isoladas
de lesbes de candidose eritematosa, uma vez que 4 (80%) das 5
amostras apresentaram maior sensibilidade para este extrato. Para

amostra restante (20%), os valores das CIMs foram 0s mesms para



55

ambos o0s extratos. Apenas uma amostra (Cg 33) obteve o mesmo valor
de CIM da amostra padréo (tabela 3). Todas as demais apresentaram
CIMs maiores do que a cepa padréo de C. glabrata ATCC 90030 (tabela
3).

As 3 amostras de C. tropicalis isoladas de lesdes de
candidose eritematosa (tabela 9) apresentaram CIMs menores do que a
cepa padrdo ATCC 18803 (tabela 3). Para esses isolados, os valores de
CIM encontrados foram idénticos, sendo que em todas as amostras, o

extrato B foi mais efetivo do que extrato C.

Tabela 9 - Valores (em mg/ml) das Concentracfes Inibitérias Minimas
(CIMs) e Concentragdes Fungicidas Minimas (CFMs) dos 2 extratos mais
ativos de Buchenavia tomentosa observadas nas cepas de Candida
glabrata e Candida tropicalis isoladas de lesGes de candidose eritematosa

Amostra Origem Espécie Extrato B Extrato C
CIM CFM CIM CFM
Cg 27 cand. erit. C. glabrata 1,56 - 0,78 -
Cg 33 cand. erit. C. glabrata 0,2 - 0,2 -
Cg 34 cand. erit. C. glabrata 0,78 - 0,2 -
Cg 39 cand. erit. C. glabrata 1,56 - 0,78 -
Cg 50 cand. erit. C. glabrata 1,56 - 0,39 -
Ct 33 cand. erit. C. tropicalis 3,12 - 6,25 -
Ct 35 cand. erit. C. tropicalis 3,12 - 6,25 -
Ct 49 cand. erit. C. tropicalis 3,12 - 6,25 -

- N&o foi observado efeito fungicida; cand. erit.: candidose eritematosa; Extrato B=
agua:5 minutos/100 °C; Extrato C= agua:60 minutos/55 °C; * Amostras isoladas no
trabalho de Crastechini et al. (2009).

Para melhor caracterizar os resultados, serdo incluidos na
tabela 10, os valores de CIM, para as amostras com 0S maiores numeros
de cepas, efetivos para cerca de 50% as amostras (CIMso) e para cerca
de 90% das amostras (CIMgy). Estes dados, que ja estdo bem
estabelecidos para os antifUngicos convencionais, ajudam a elucidar

pontos de corte dos valores de CIM para possiveis dosagens terapéuticas
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Tabela 10 - Valores de CIMsp € CIMgo (em mg/ml) para as cepas de
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida parapsilosis

Espécie Origem Extrato B Extrato C
CIMsgg ClMg CIMgo  ClIMgg
C. albicans hospitalar 12,5 25 12,5 25
C. albicans cand. erit. 6,25 12,5 6,25 12,5
C. tropicalis hospitalar. 3,12 6,25 6,25 12,5
C. parapsilosis hospitalar 3,12 6,25 3,12 6,25

cand. erit.: candidose bucal eritematosa

5.3 Caracterizacdo quimica dos extratos mais ativos

Apbs realizacdo de espectrometria de massas por injecao
direta (ESI-MS), seguida de analise MS/MS, a partir de uma extracao
aquosa de folhas de Buchenavia tomentosa (Combretaceae), foram
encontradas moléculas com pesos moleculares semelhantes a diversas
substancias bioativas previamente descritas na literatura (tabela 11),
sendo sugeridos a presenca de terpendides, acidos fendlicos, flavondides
e taninos nas amostras estudadas. A maioria dessas substancias ja foi
isolada em espécies da familia Combretaceae, incluindo os géneros
Combretum, Terminalia e Buchenavia (tabela 11).

Nos extratos analisados neste trabalho, os compostos
acido galico, kaempferol, eschweilenol B e corilagina (tabela 11) foram
apenas encontradas no extrato B (agua: 5 minutos/100 °C) e tiveram suas
moléculas ionizadas apenas em modo negativo (M-H). As substancias
eschweilenol C, vitexina e 1a,23B-dihidroxi-12-oleaneno-29-acido-oico-
23B-0-a-L-4-acetilramnopiranosida (tabela 11) foram encontradas nos
dois extratos e também tiveram suas moléculas ionizadas apenas quando
utilizado o modo negativo (M-H). A substancia buchenavianina também
s6 foi encontrada no extrato B (tabela 11) e teve suas moléculas
ionizadas apenas quando se utilizou o modo positivo (M+H)". A

substancia combregenina foi a Unica apenas encontrada no extrato C
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(dgua: 60 minutos/55 °C) e suas moléculas sé ionizaram apenas quando
utilizou-se o0 modo positivo (M+H)".

A andlise no espectrdmetro de massas tanto no modo
positivo (M+H)" quanto no modo negativo (M-H)", geram gréaficos onde se
observa através de picos, o peso molecular dos componentes presentes
na amostra que, confrontados com os dados ja disponiveis na literatura,
sugerem a presenca das substancias.

Através dos gréficos gerados pelas analises (M-H) e
(M+H)" do extrato B (figuras 9 e 10 respectivamente) e do extrato C
(figuras 11 e 12 respectivamente), pOode-se sugerir a presenca das

substancias listadas na tabela 11.

Tabela 11 - Substancias bioativas encontradas nos extratos aguas B (5
minutos/100 °C) e C (60 minutos/55 °C) de Buchenavia tomentosa

Peso (M+H)+  (M-H)- Identidade Férm.mol. EB EC
molecular
tedrico
70 - 169 Acido galico C,HeOs + -
(*Batista et al., 2010)
285 - 285 Kaempferol Ci5H1006 + -
(*Martini et al., 2004)
365 366 - Buchenavianina CyH23NO1; + -
(*Ahond et al., 1984)
423 - 423 Eschweilenol B CyoHgO11 + -
(*Yang et al., 1998)
432 - 431 Vitexina C21H20010 + +
(*Adnyana et al., 2000)
447 - 447 Eschweilenol C CyoH16012 + +
(*Li XC et al., 2002)
521 521 - Combregenina C3oHa507 - +
(*Jossang et al., 1996)
636 - 635 Corilagina Cy7H24015 + -
(*Batista et al., 2010)
675 - 675 1la,23B-dihidroxi-12- CagHe0O10 + +
oleaneno-29-acido-oico-
23B-0-a-L-4-

acetilramnopiranosida
(*Angeh et al., 2007a)

Férm.mol.: Férmula molecular; EB= Extrato B; EC= Extrato C * Trabalhos utilizados
como referéncia para sugestéo da presenca das substancias encontradas em EB e EC
de Buchenavia tomentosa.
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6 DISCUSSAO

As amostras hospitalares de Candida spp. utilizadas neste
estudo, foram isoladas no trabalho de Khouri (2010), onde as espécies
mais prevalentes foram respectivamente, C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. glabrata.

Os resultados do estudo de Khouri (2010) demonstrou C.
albicans como espécie mais frequente em isolados de infeccdes
nosocomiais, concordando com Colombo et al. (2003), que relata esta
espécie como a espécie de mais frequentemente isolada de infeccdes
sistémicas. Khouri (2010) também encontrou em seu estudo C. tropicalis e
C. parapsilosis, respectivamente, como segunda e terceira espécies de
Candida mais prevalentes. Estes dados estdo de acordo com diversos
trabalhos, que relatam que apesar de C. albicans ainda ser a espécie
mais isolada de diversos tipos de candidose, espécies de Candida nao-
albicans tém sido comumente identificadas e a prevaléncia dessas
espécies em infec¢cdes humanas esta mudando nos dltimos anos. Estes
estudos mostram que C. tropicalis e C. parapsilosis vém se destacando
como segunda ou terceira espécies mais prevalentes nas infeccdes
causadas por Candida (Silva et al., 2009; Weinberger et al., 2005; Nucci,
Colombo, 2007; Saiman et al., 2001; Stoll et al., 2002; Fridkin et al.,
2006).

As amostras de C. glabrata isoladas por Khouri (2010)
ocuparam o0 quarto lugar como espécie mais prevalente. Estudos
anteriores relataram que esta espécie ocupou o terceiro e até o segundo
lugar como causa de infeccéo hospitalar (Pfaller, 1996; Sanguinetti et al.,
2005; Pfaller et al., 2010).
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As amostras de Candida spp. isoladas de lesdes de
candidoses bucais eritematosas utilizadas neste estudo, foram isoladas
no trabalho de Castrequini et al. (2009). A levedura C. albicans é a mais
frequentemente isolada de lesdes de candidose oral eritematosa
(Figueiral et al., 2007), concordando com Crastechini et al. (2009) que
também observou em seus isolados de lesbes de candidose eritematosa,
maior prevaléncia de C. albicans. Os isolados de leveduras de Crastechini
et al. (2009) mostraram C. glabrata e C. tropicalis respectivamente como
segunda e terceira espécies mais frequentemente isoladas concordando
com estudos que relatam importancia destas espécies com
desenvolvimento de candidose eritematosa (Figueiral et al., 2007; Song et
al., 2009; Brevis et al., 2008).

Os resultados observados no presente estudo estdo de
acordo com estudos anteriores que avaliaram efeitos antifingicos de
plantas da familia Combretaceae, mesma familia de B. tomentosa. Baba-
Moussa et al. (1999) verificaram acéo antifungica de plantas desta familia.
Os resultados do presente estudo demonstraram que 0s extratos aquosos
B (5 minutos/100 °C) e C (60 minutos/55 °C) de Buchenavia tomentosa
tiveram efeito antifingico em todas as cepas estudadas. Estes resultados
corroboram com os estudos de Masoko et al. (2005) e Masoko et al.
(2007), que observaram efeito antifingico tanto sobre leveduras (Candida
albicans e Cryptococcus neoformans) quanto em fungos filamentosos
(Aspergillus fumigatus, Microsporum canis e Sporothrix schenkii) em
diversos tipos de extrato de folhas de plantas das espécies Terminalia
spp. e Combretum spp. (Combretaceae).

Batista et al. (2010), comprovaram ac¢ao antifungica contra
as leveduras C. albicans (ATCC 90028), C. parapsilosis (ATCC 22019), C.
glabrata (ATCC 9030), C. krusei (ATCC 6258) e C. neoformans (ATCC
32045) a partir de extrato etandlico dos frutos de B. tomentosa. Contudo,

ainda nao foi registrado na literatura nenhum estudo comprovando
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gualquer tipo de acédo bioldgica, inclusive antifingica, de extratos das
folhas de B. tomentosa.

Além disso, o presente estudo mostrou que 0s extratos
com melhor poder antifiungico foram os extratos aquosos, o que discorda
dos estudos de Masoko et al. (2005) e Masoko et al. (2007), onde todos
0s extratos utilizados foram solventes organicos como acetona, hexano,
diclorometano e metano. Adicionalmente, também n&o concordam com o
estudo de Batista et al. (2010), que utilizou apenas etanol para obtencéo
do extrato. A eficiéncia antifingica dos extratos aquosos de B. tomentosa
encontrada neste trabalho aumentam sua relevancia, uma vez que a
obtencao destes extratos € mais facil e menos dispendiosa.

As Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs) encontradas
no presente estudo variaram entre 25 e 0,2 mg/ml para todas as espécies
de Candida. Masoko et al. (2005) observaram no seu trabalho de
investigagdo do poder antifungico de 6 diferentes espécies de Terminalia
spp., que as CIMs para C. albicans, variaram entre 0,08 a 0,64 mg/ml.
Além disso, Masoko et al. (2007) observaram em screening da acao
antifangica de 24 espécies de Combretum, que as CIMs para C. albicans
variaram entre 0,02 até 2.5 mg/ml. O presente estudo apresentou CIMs
semelhantes a partir do extrato B para C. albicans, apenas em uma
amostra de origem hospitalar e em 5 amostras isoladas de candidose oral
eritematosa. Para o extrato C, apenas 1 amostra de origem hospitalar
(tabela 4). Esta diferenca entre CIMs pode ter ocorrido porque o presente
estudo trabalhou com cepas potencialmente mais resistentes por se
tratarem de isolados de ambiente hospitalar, diferente dos estudos de
Masoko et al. (2005 e 2007) que utilizaram apenas uma amostra de C.
albicans, além de trabalharem com tipos de extracdes diferentes.

Baba-Moussa et al. (1999) encontraram CIMs de extratos
hidroalcodlicos de diversas partes de plantas do género Combretum,
Terminalia e Pteleopsis (Combretaceae) variando entre 1 e 4 mg/ml para

C. albicans. O presente estudo apresentou CIMs semelhantes ao estudo
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de Baba-Moussa et al. (1999) a partir do extrato B para C. albicans, em 4
amostras isoladas de infecgOes sistémicas e em 10 amostras isoladas de
candidose eritematosa. Para o extrato C, apenas 1 amostra isolada de
infeccdes sistémicas e 10 amostras isoladas de candidose eritematosa .
Também neste caso, as diferencas entre as CIMs podem ter sido no
ndamero de amostras estudadas e na diferenca dos métodos de extracao.

O presente estudo relata valores de CIMs a partir de
extratos brutos de B. tomentosa para espécies de Candida nao-albicans.
Os estudo de Batista et al. (2010) e Latte e Kolodziej (2000) também
relatam valores de CIMs para espécies nado-albicans, porém as CIMs sao
dadas a partir de componentes isolados dos extratos. N&o foi encontrado
na literatura estudos relatando acao antifungica de extratos brutos de
nenhum género da familia Combretaceae, inclusive o género Buchenavia,
sobre espécies de Candida néo-albicans.

A sugestdo da presenca de alguns componentes
bioativos, como o acido galico, kaempferol e corilagina, através da técnica
de espectrometria de massa por injecdo direta (ESI-MS), podem estar

hY

relacionadas a atividade antifiungica dos extratos de B. tomentosa
verificada neste trabalho, principalmente no que se refere a melhor
eficiéncia do extrato B (dgua:5 minutos/100 °C). Estes compostos foram
detectados apenas neste extrato. A presenca de acido galico, um
importante tanino do grupo dos acidos fendlicos, ja foi observada também
nos frutos de B. tomentosa (Batista et al., 2010). Aléem disso, o efeito
antifangico do &cido galico tem sido relatado contra fungos filamentosos
do género Fusarium e Alternaria (Shukla et al., 1999) e também para
leveduras como Sacharomyces cerevisae (Fujita, Kubo, 2002) e
Cryptococcus neoformans (Batista et al., 2010; Latte, Kolodziej, 2000).
Para leveduras do género Candida, sua acao tem sido
mais eficiente para as espécies C. glabrata e C. krusei (Batista et al.,
2010; Latte, Kolodziej , 2000). Assim, pode-se sugerir que a eficiéncia do

extrato B utilizado neste trabalho contra C. krusei pode estar relacionada
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a presenca do acido galico, jA que para C. glabrata, o extrato C
apresentou-se mais eficiente.

O kaempferol, também detectado no extrato B, € um
importante polifenol do grupo dos flavonéide descrito na literatura com
poder antibacteriano, antioxidante, antiinflamatério e protetor contra
doencas cardiovasculares (Lim et al., 2007; Wang et al., 2006; Kim SY et
al., 2005). Sua presenca neste extrato pode também estar relacionada a
sua acdo antifungica, uma vez que Salvador et al. (2004) encontraram
acao antifungica deste para C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C.
krusei. Além disso, tal substancia tem sido relatada como importante
componente que age nos fatores de viruléncia de fungos como na inibicéao
da sintese de melanina em Curvularia lunata (Brunskole et al., 2009) e de
quitina em Saccharomyces cerevisae (Hwang et al., 2001). A atividade de
kaempferol como importante inibidor da expressao in vitro de lipases e
proteases por C. albicans, assim como no aumento da sobrevida de
animais submetidos a candidoses sistémicas e diminuicdo de lesGes de
candidoses cutaneas foi descrita anteriormente (Yordanov et al., 2008).

A corilagina, uma molécula do grupo dos taninos também
ja foi detectada em frutos de B. tomentosa (Batista et al., 2010), tendo seu
poder antifUngico previamente descrito na literatura sobre leveduras do
género Candida e C. neoformans (Batista et al., 2010; Latte, Kolodziej,
2000). Assim como o acido galico, sua acéo tem sido mais eficiente para
as espeécies C. glabrata e C. krusei (Batista et al., 2010; Latte, Kolodziej ,
2000). Sendo assim, pode-se sugerir que a eficiéncia do extrato B contra
C. krusei pode estar relacionada também a presenca da corilagina.
Também foram correlacionadas a corilagina atividade antibacteriana
(Shimizu et al., 2001; Fogliani et al., 2005), e antiviral contra herpes virus
(Yang et al., 2007) e HIV-1 (Notka et al., 2003).

As demais moléculas encontradas ainda ndo possuem
acao antifungica descrita na literatura, porém outras acoes biologicas vém

sendo relatadas. O flavonoéide vitexina, detectado nos extratos B e C de B.
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tomentosa, apresenta propriedades antivirais (Li YL et al., 2002),
antibacterianas (Basile et al., 1999), antioxidantes e bloqueador de raios
ultravioleta (Kim JH et al., 2005). Adicionalmente, também apresenta acao
inibidora da formacéo de produtos finais glicados, os quais se acumulam
principalmente em diabéticos e aumentam problemas renais, neuropaticos
e oculares (Peng et al., 2008). Por outro lado, tal molécula também tem
sido correlacionada a diminuicdo da adipogénese, podendo ser atil no
combate da obesidade (Kim et al., 2010). O alcaléide buchenavianina
detectado no extrato B, ja teve seu poder antiretroviral relatado (Beutler et
al., 1992).

O terpendide 1a,23B-dihidroxi-12-oleaneno-29-acido-oico-
23B-0O-a-L-4-acetilramnopiranosida, do grupo dos triterpendides,
apresentou boa ac&o antibacteriana contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (Angeh et al., 2007a). O eschweilenol C apresentou acao
contra a enzima &cido graxo sintase de S. cerevisae. Todavia, nao
mostrou acao antifungica contra C. albicans e C. neoformans (Li XC et al.,
2002).

A combregenina, substancia detectada no extrato C de B.
tomentosa apresenta acdo antiinflamatoria (Ponou et al., 2008). Apesar
de ndo ser relatada na literatura acdo antifingica da combregenina,
estudos futuros deverdo ser realizados para essa verificagéo,
principalmente para C. glabrata. A combregenina foi encontrada apenas
no extrato C de B. tomentosa e foi apenas para C. glabrata que este
extrato mostrou-se mais eficiente que o extrato B. Além disso, as outras
atividades biologicas das substancias encontradas nos extratos B e C de
B. tomentosa, sugerem 0 uso destes extratos para outras finalidades tais
como estudo de seu potencial antibacteriano, antiinflamatério e
antioxidante.

A proposta da busca de métodos antifungicos alternativos,
como por exemplo, os extratos aquosos de B. tomentosa os quais foram

estudados no presente trabalho, é de grande importancia. A resisténcia
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do género Candida frente aos antifiungicos convencionais vem sendo
amplamente relatada na literatura (Borg-von Zepelin et al., 2007; Lee et
al., 2010, Pfaler et al., 2010; Panizo et al., 2009). Além disso, 0s
antifangicos tradicionais possuem diversas limitacbes, como por exemplo,
espectro inadequado de atividade, pequeno indice de tolerancia,
interacdes com outras drogas, perfil farmacocinético inadequado e custo
excessivo (Lewis, Graybill, 2008). A nefrotoxicidade dos antifingicos
polienos (Wingard et al., 1999; Bates et al., 2001) e a hepatotoxicidade
das equinocandidas (Johnson, Perfect, 2003; Rex et al., 2001; Rybowicz,
Gurk-Turner, 2002) e a necessidade do uso de azdbis por tempos
prolongados devido sua acédo fungistatica (White et al., 1998; Yu et al.,
2005) justificam tais alternativas.

Os extratos de Combretum e Terminalia (Combretaceae)
vém sendo relatados como extratos com relativa baixa citotoxicidade
(Masoko, 2006; Angeh et al., 2007b). Apesar de criadores de bovinos
afirmaram que a ingestdo de frutos de B. tomentosa pelos bovinos
causava morte ou abortamento, Nunes et al. (2010) verificaram efeito
citotoxico leve na gestacao de ratas incrementando em 10% da dieta das
ratas os frutos de B. tomentosa. Para melhor elucidacdo da toxicidade de
B. tomentosa, testes de citotoxidade utilizando os extratos aquosos B e C
de B. tomentosa devem ser realizados.

O presente estudo demonstrou boa ac&o antifungica
sobre as cepas de origem hospitalar isoladas no trabalho de Khouri
(2010) que observou a resisténcia de algumas de suas cepas de C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata frente a importantes antifingicos
convencionais, tais como fluconazol, itraconazol e anfotericina B. Das
cepas de C. tropicalis resistentes ao fluconazol (isolados 50 e 51),
encontrou-se atividade fungistatica para ambas. A cepa 51 apresentou
CIMs de 3,12 mg/ml para ambos extratos. Das amostras resistentes a

anfotericina B (isolados 37 e 54), chamam atencao os resultados obtidos
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para a cepa 37 frente ao extrato B, jA que o mesmo apresentou atividade
fungistatica (CIM: 1,56 mg/ml) e fungicida (CFM: 6,25 mg/ml) nesta cepa.

Para C. parapsilosis, das duas cepas resistentes a
anfotericina B (isolados 07 e 52), destaca-se a cepa 52, que apresentou
CIMs de 3,12 para ambos os extratos. Dentre as resistentes ao fluconazol
(isolados 49, 52 e 98) as CIMs variaram entre 0,2 e 3,12 mg/ml, com
destaque para cepa 98, que além de se tratar de uma cepa isolada de
infeccao hospitalar, obteve CIMs de 0,2 e 0,39 mg/ml para os extratos B e
C, respectivamente.

Das 8 cepas de C. glabrata, 4 foram resistentes ao
fluconazol e ao itraconazol (isolados 16, 32, 36, 40 e 96), sendo que a
cepa 63 foi resistente apenas ao fluconazol.

Os excelentes resultados dos extratos aquosos de B.
tomentosa frente as cepas de C. glabrata de origem hospitalar e isoladas
de lesGes de candidose eritematosa abrem uma boa perspectiva de uma
possivel utilizacdo terapéutica dos extratos de B. tomentosa frente a esta
levedura, ja que usualmente C. glabrata é resistente aos antifungicos
convencionais (Tsai, Bobek, 1997), é importante causadora de
candidoses orais eritematosas (Song et al., 2009) e ja foi relatada como
segunda ou terceira levedura do género Candida isoladas de infeccdes
nosocomiais (Pfaller al., 1996; Sanguinetti et al., 2005; Pfaller et al.,
2010). Contudo, estudos mais aprofundados quanto a toxicidade destes

extratos sdo necessarios.



7 CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos, conclui-se:

a)

b)

d)

Os extratos de Buchenavia tomentosa
estudados no screening apresentaram atividade
antifingica para todas as cepas padrdo de
Candida spp., exceto para Candida tropicalis;
Os extratos B (4gua/100 °C/5 minutos) e C
(dgua/55 °C/60 minutos) foram os dois extratos
mais efetivos;

As cepas de Candida spp. (padréo, de origem
hospitalar e isoladas de lesdes de candidose
bucal eritematosa), mais sensiveis aos extratos
foram as de Candida glabrata, Candida krusei,
Candida dubliniensis e Candida parapsilosis e
as cepas mais resistentes foram as de Candida
albicans e Candida tropicalis;

O extrato B foi mais eficiente para todas as
cepas de Candida spp. (padrdo, de origem
hospitalar e isoladas de lesdes de candidose
bucal eritematosa), exceto para Candida
glabrata;

Foi possivel, através da espectrometria de
massas por injecao direta eletrospray (ESI-MS)
verificar a presenca de moléculas bioativas
importantes em ambos 0s extratos, algumas
com acdo antifungica ja conhecida, como o

acido galico, kaempferol e corilagina.
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hospitalar
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ANEXO B - Documento do comité de ética das cepas isoladas de
candidoses eritematosas bucais

%‘ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
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CEP 12201970 - F. (12) 39475028
Fax (12) 39479010 / secly(@fonjo sncsp be

CERTIFICADO

ca em Pesquisa-Local

CERTIFICAMOS, que o protocolo n® 070/2006-PH/CEP,
sobre “Utilizacao de 6leo ozonizado no tratamento de Candidiase
Eritematosa associada ao uso de prétese total”, sob a
responsabilidade de JANETE DIAS ALMEIDA esta de acordo com os
Principios Eticos, seguindo diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisa, envolvendo seres humanos,conforme Resolugdo n® 196/96 do
Conselho Nacional de Salde e foi aprovado por este Comité de Etica em
Pesquisa.

Sao José dos Campos, 07 de novembro de 2006.

).
Profa. Dra. Suély Carvalho Mutti Naressi
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa-Local
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