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Atividade antifungica de extratos hidroalcoodlicos em
iIsolados de Candida obtidos de secrecao vaginal.

Hydroalcoholic extracts antifungal activity against Candida sp. obtained from
vaginal secretion.

Camilla Itapary dos Santos?; Cristina de Andrade Monteiro?2

Resumo: Introducédo: Candidiase vulvovaginal (CVV) é o nome dado ao quadro infeccioso
causado por leveduras do género Candida, caso ndo seja feito tratamento, CVV pode evoluir
para outros problemas de saude. A frequéncia de isolados clinicos resistentes aos agentes
antifiingicos utilizados vem aumentando ao longo dos anos, por esse motivo, o presente trabalho
buscou investigar a atividade antifiingica de algumas plantas contra isolados de Candida spp
obtidos de cavidade vaginal. Material e métodos: Os extratos hidroalcéolicos obtidos de Psidium
spp, Cecropia spp, Byrsonima spp, Rosmarinus spp e Cucurbita spp foram preparados a partir
do método de maceragcdo em Aalcool 50%, durante 10 dias. Em seguida foram testados em
isolados de secre¢do vaginal de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata, através
dos métodos de difusdo em Agar e microdiluicio. Resultados: O extrato de Psidium spp
apresentou atividade no teste de difusédo, formando halos de 1,4cm e 1,8cm em linhagens de C.
tropicalis. No teste em meio liquido todos os extratos foram capazes de inibir o crescimento de
Candida spp. O teste de microdiluicdo mostrou que o extrato de Cecropia spp foi capaz de inibir
o crescimento de C. tropicalis em 58%. Todos 0s extratos testados apresentaram atividade contra
Candida e, portanto, sédo necesséarios mais ensaios para avaliar a seguranca de aplicacdo desses
extratos. Conclusdo: Todos os extratos apresentaram capacidade de inibir o crescimento de
Candida no teste de microdiluicao.
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Abstract: Introduction: Candidiasis vulvovaginal (CVV) is the name given to the infectious
condition caused by yeasts of the genus Candida, and if not treated, CVV may progress to other
health problems. The frequency of clinical isolates resistant to the antifungal agents used has
been increasing over the years. Therefore, the present work aimed to investigate the antifungal
activity of some plants against Candida spp isolates obtained from vaginal cavity. Material and
methods: The hydroalcoholic extracts obtained from Psidium spp., Cecropia spp., Byrsonima
spp., Rosmarinus spp. and Cucurbita spp were prepared from the 50% alcohol maceration
method for 10 days. They were then tested in isolates of vaginal secretion of C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis and C. glabrata, using diffusion methods in agar and microdilution.
Results: The extract of Psidium spp presented activity in the diffusion test, forming inhibition
zones of 1.4cm and 1.8cm in C. tropicalis strains. In the microdilution test all extracts were able
to inhibit the growth of Candida spp. The microdilution test showed that the extract of Cecropia
spp was able to inhibit the growth of C. tropicalis in 58%. All extracts tested showed activity
against Candida and, therefore, more tests are needed to evaluate the safety of application of
these extracts. Conclusion: All hidroalchoolic extracts were able to inhibit Candida growing in
microdilution test.
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Introducéo

Candidiase vulvovaginal (CVV) é
o nome dado ao quadro infeccioso
causado por leveduras do género
Candida e é considerado o segundo
tipo mais comum de infeccdo vaginal
em mulheres com idade reprodutival.
Apresenta entre o0s principais sintomas:
prurido, edema, dispareunia, presenca
de corrimento com aspecto de “queijo
coalhado” e alguns fatores como
gravidez, antibioticoterapia, uso de
contraceptivos, diabetes e
imunossupressao podem ser
predisponentes para o aparecimento da
infeccéo?. Se néo for tratada, CVV pode
contribuir para o aparecimento de
outros problemas de saude na paciente
como: risco de infertilidade, doenca
inflamatoria pélvica, gravidez ectdpica,
aborto, desordens no fluxo menstrual,
parto prematuro, candidiase cutanea
congénita, aumento da susceptibilidade
de infecgdo por HIV1234 Normalmente
a infeccdo é causada por C. albicans,
entretanto, o isolamento de espécies
nao albicans como C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis vem
se tornando frequente®6.7:89,

O tratamento da CVV depende do
grau de complicacdo de cada caso e
varia desde terapias a curto prazo e
medicacbes orais em dose Unica até
tratamentos  prolongados por 6
meses™.

A frequéncia de isolados clinicos
resistentes aos agentes antifingicos
utilizados vem aumentando ao longo
dos anos, principalmente em relacédo ao
fluconazol, droga de primeira escolha
no tratamento de CVV1:1213 Parte da
resisténcia pode ser devido a
prescricdio de tratamento  com
antifingicos sem o devido diagndstico
de infeccdo por Candida!4. Devido ao
aumento da resisténcia aos
antifingicos e a toxicidade sistémica de
algumas drogas, faz-se necessario
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estudo de novas fontes de potenciais
farmacos para o tratamento de CVV.

Em paises em desenvolvimento,
as pessoas de baixa renda fazem uso
da medicina popular para o tratamento
de infecgcdes?®. Aliado a esse fator, uma
forma de prevenir a resisténcia a
antimicrobianos seria a utilizacdo de
NOVOS compostos que ndo apresentam
como base o0s antimicrobianos
sintéticos existentes'®. Por esse motivo,
0 presente trabalho buscou investigar a
atividade antifangica de algumas
plantas contra isolados de Candida spp
obtidos de cavidade vaginal.

Material e métodos

Obtencdo dos extratos
hidroalco6olicos

A preparagdo dos extratos
hidroalcodlicos foi realizada através do
método de maceracdo em etanol/agua,
pelo periodo de 10 dias, utilizando
alcool etilico a 50%, sendo
posteriormente filtrados e armazenados
em frasco ambar!®. Aliquotas foram
secas a 55°C, até obtencado de pellets
gue foram ressuspendidos em 10 ml de
DMSO 1% (Dimetilsulfoxido 1%), e
posteriormente filtradas com microfiltro
22 pm (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha). Os extratos foram diluidos
nas seguintes concentracdes: folha de
Cecropia spp (embauba) — 24,3 mg ml-
; folha de Psidium spp (goiabeira) —
34,4 mg ml; folha de Rosmarinus spp.
(alecrim) — 45,4 mg ml; folha de
Byrsonima spp (muricizeiro) — 66,6 mg
ml*; raiz de Byrsonima spp (muricizeiro)
— 62,6 mg ml e semente de Cucurbita
spp (abdébora) — 18,4 mg ml-.

Micro-organismos
utilizados

Foram utilizadas duas amostras
de Candida  albicans, Candida
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parapsilosis, Candida tropicalis e
Candida glabrata provenientes de
secrecao vaginal previamente
identificadas e estocadas no
Laboratério de Micologia da
Universidade CEUMA - UNICEUMA.
(Projeto aprovado pelo CEP
UNICEUMA Processo n° 270//10). Os
in6culos foram padronizados na escala
0,5 de McFarland correspondendo a
uma concentracdo de 108 células/mL'’.

Ensaio em meio sélido por difuséo
em Agar

Os ensaios de avaliacdo da
atividade antifiingica dos extratos foram
conduzidos através do meétodo de
difusdo em Agar utilizando cavidades
em placas. Foram inoculados, em
placas de &gar Sabouraud com
cloranfenicol (Becton Dickinson GmbH,
Alemanha) 100 pl da solucdo
padronizada com auxilio de swabs
estéreis. Foram feitos po¢os de 8 mm
de didametro e adicionadas aliquotas de
50 ul dos extratos brutos em cada poco.
O ensaio foi realizado em duplicata e
como controles foram utlizados o
antifangico Nistatina (128 mg ml) e o
solvente DMSO 1%. As placas foram
incubadas por 48 horas a 37°C e ap0s
esse periodo foi feita leitura dos
didmetros dos halos com auxilio de
régua milimetrada.

Ensaio em meio liquido

O ensaio em meio liquido foi
realizado em microplacas de 96 pocos
de fundo chato. O extrato foi diluido em
meio RPMI na proporc¢édo de 1:1 ml. Em
cada microplaca foram adicionados aos
pocos o extrato diluido e o inéculo (1:1,
v:v). Além dos pocos testes foram
utilizados controles de meio e indculo
(1:1, v:v); extrato diluido e salina (1:1,
v:Vv); fluconazol e in6culo (1:1, v:v);
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DMSO 1%, meio e inéculo (0,5:0,5:1,
v:v.v). As placas foram incubadas por
48h a 37 °C. Os testes foram feitos em
triplicata e o resultado foi obtido por
guantificacdo da absorbancia em leitor
de microplacas (bioMérieux Reader
250 Version 2.0.5) no comprimento de
onda de 450 nm.

Os extratos que obtiveram
resultados positivos foram submetidos
a avaliacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM)

Ensaio para determinar CIM
(concentracdo inibitéria minima)

A concentracao inibitéria minima
dos extratos foi determinada pelo
ensaio de microdiluicdo em caldo de
acordo com Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) padrao?’. O
in6culo padronizado na escala de 0.5
de McFarland foi diluido na proporcao
de 1:50. Os ensaios foram realizados
em placas de microtitulagdo de
poliestireno com 96 pocos. Os extratos
foram testados nas diluicdes de 1:2,
1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 diluidos em meio
RPMI e em seguida adicionados 100 uL
de suspensdo celular padrdo. As
microplacas foram incubadas a 37°C
por 48 h e ap0Os esse periodo foi feita
leitura em leitor de ELISA (bioMérieux
Reader 250 Version 2.0.5) a 450nm
para determinar as CIMs. As CIMs que
apresentaram inibicdo foram semeadas
com a ajuda de um swab estéril em
placas de Agar Sabouraud dextrose-
cloranfenicol para determinar se o
extrato tem carater fungicida ou
fungistético.

Resultados

Foram testados 6 extratos
hidroalcoolicos obtidos de partes
vegetais contra 4 espécies de Candida
de isolados clinicos. O ensaio de
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difusdo em agar mostrou resultado
positivo para o extrato obtido a partir da
folha de Psidium spp (goiabeira),
formando halos de 6 mm e 10 mm em
linhagens de C. tropicalis. Nas demais
espécies ndo houve inibicdo por
nenhum dos extratos.

O ensaio em meio liquido mostrou
gue todos os extratos foram capazes de
inibir o crescimento das linhagens de
Candida, variando desde 0,8% a 96,4%
de inibicdo. O extrato de Cecropia spp
obteve a melhor atividade anti-candida,
agindo contra todas as linhagens e
chegando a inibir em 96,4% o
crescimento de C. tropicalis 2 (Figura
1).

Além do extrato obtido das folhas
de Cecropia spp, os extratos da folha
do Rosmarinus spp e da folha do
Byrsonima spp foram os que obtiveram
melhores resultados e, portanto, foi
realizado o ensaio para determinar a
concentragdo inibitoria minima destes.
Os testes para avaliacdo da CIM
mostraram que apenas o0 extrato da
folha da Cecropia spp mostrou-se ativo,
para uma das cepas de C. tropicalis, em
concentracbes menores, sendo 0,76
mg ml- sua CIM, inibindo 58% do
crescimento. Tal extrato foi
considerado fungistatico apos
semeadura em placa de Agar
Sabouraud, tendo em vista que apenas
inibiu a proliferacdo das células sem
causar sua morte.

O antifungico Fluconazol, utilizado
como controle positivo para os testes
de microdiluicdo, inibiu o crescimento
de 87,5% das cepas testadas. Apenas
uma cepa da espécie C. parapsilosis se
mostrou resistente ao antifungico
(Tabela 1).

Discusséo
O uso de produtos de origem

vegetal e animal é, historicamente, uma
fonte de produtos medicinais e
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recentemente tém fornecido pistas para
novos compostos que tém sido
testados clinicamente!8. Cerca de 34%
dos medicamentos formulados a partir
de pequenas moléculas sdo produtos
naturais ou derivados diretos destes?®.

O ensaio de difusdo em agar € o
método mais utilizado para testar
susceptibilidade antimicrobiana em
laboratérios de microbiologia clinica,
entretanto ndo é capaz de classificar se
o efeito é fungicida ou fungistatico?.
Por tal motivo € necessario fazer o teste
complementar de diluicdo, afim de
determinar a CIM?°. O presente
trabalho mostrou que o Unico extrato a
apresentar atividade anti-candida pelo
método de difusdo em agar foi o de
Psidium spp. Enquanto que no meio
liquido todos os extratos apresentaram
atividade antifungica.

A divergéncia de resultados entre
os dois métodos pode ser explicada
pela dificuldade de difusdo do extrato
no meio de cultura que pode estar
relacionada a sua hidrossolubilidade e
a sua massa molecular, tendo em vista
que algumas amostras apresentam
caracteristica lipofilica L.

O efeito de Psidium spp contra
Candida spp vem sendo descrito ao
longo dos anos, entretanto a maioria
dos ensaios séo realizados em
linhagens de referéncia??232425, Alguns
compostos fenolicos e flavonoides
encontrados nos extratos de P.
brownianum e P. guajava podem estar
associados ao efeito sinérgico do
extrato com o antifangico fluconazol na
inibicdo de Candida?®.

Ao serem testados em meio
liqguido, todos os extratos apresentaram
atividade, o que poderia ser explicado
pela facilidade de se difundir em meio
liqguido, gerando uma maior superficie
de contato. A partir deste ensaio, trés
extratos com a melhor atividade foram
selecionados para determinacdo da
CIM. De acordo com o critério utilizado
por Menezes, Mendes e Cunha?’ e
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Holetz et al.?® (Tabela 2), o extrato de
Cecropia spp apresentou boa atividade
antifungica.

Plantas do género Cecropia, sao
usadas na medicina tradicional para o
tratamento de infecgBes respiratorias,
hiperlipidemias e antidiabética?®3031, A
presenca de saponinas e taninos
encontrados nos extratos etandlico e
aquoso podem ser responsaveis pela
atividade antifingica desta planta®2.
Existem  pouquissimos  trabalhos
publicados sobre a atividade
antifngica de extratos desse género
de planta, por este motivo séao
necessarios novos estudos que
possam contribuir para o0 aumento do
conhecimento dessa planta e suas
funcdes medicinais.

A planta Rosmarinus officiales ja
vem sendo utilizada pela medicina
popular devido as suas propriedades
de aliviar a dor, melhorar a digestao,
estimular o figado e a bexiga, além de
combater microrganismos
patogénicos®:. As atividades bioldgicas
do extrato desta planta estdo
relacionadas a presenca de compostos
fendlicos e volateis como carnosol e
acido rosmarinico3.

O muricizeiro (Byrsonima spp.),
espécie amplamente encontrada no
cerrado brasileiro, e utilizada
popularmente para tratamento de
diarreia, dor de garganta, feridas,
inflamacdes, incluindo inflamacédo do
utero, e rins®®. Sua atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhi, Shigella
flexneri, Micrococcus  luteus e
Streptococcus pneumoniae ja vem
sendo demonstrada por alguns
trabalhos®6:3738,  Tal atividade contra
bactérias pode estar relacionada a
presenca de flavonoides como
catequina e epicatequina .
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Conclusao

Através do presente trabalho
pode-se concluir que todos os extratos
testados apresentam capacidade de
inibir o crescimento de Candida em
meio liquido, enquanto que no meio
sélido apenas o extrato de Psidium sp,
apresentou atividade anti-candida. Séao
necessarios ensaios complementares
para avaliar a citotoxicidade desses
extratos e entender como eles
interferem  nos mecanismos  de
viruléncia de Candida.
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