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Modelo alternativo de tratamento de vulvovaginite causada por
Candida glabrata com uma frac&o de n-butanol das folhas de
Terminalia catappa

Alternative treatment of vulvovaginitis caused by Candida glabrata with a fraction of
n-butanol from leaves of Terminalia catappa

Carlos Henrique Lopes Rochal; Flaviane Maria Galvdo Rochal; Cristina de Andrade
Monteiro?

Resumo: O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o perfil de susceptibilidade de isolados clinicos
de Candida glabrata através da técnica de difusdo em agar a uma fracdo extraida com n-butanol das
folhas de Terminalia catappa (F-OHf), comparando este tratamento com um outro realizado com o
antifiingico de uso clinico e tradicional, o fluconazol (FCZ). A F-OHf apresentou atividade inibitoria
contra os isolados de C. glabrata, as zonas de inibicdo de crescimento variaram entre 19 a 27 mm
para o tratamento com 40 mg/mL e entre 24 a 31 mm para a concentracdo 100 mg/mL, para o FCZ as
zonas de inibicdo variaram de 0 a 5 mm. Em sua totalidade, F-OHf pode ser uma alternativa
promissora para o tratamento da candidiase, estes resultados representam novas perspectivas para
futuras pesquisas em continuagdo a este estudo para desenvolver terapias alternativas no combate
destas infeccdes.

Palavras-chave: Candida glabrata, fluconazol, Terminalia catappa

Abstract: The main objective of this work was to evaluate the susceptibility profile of Candida
glabrata clinical isolates through the agar diffusion technique to a fraction extracted with n-butanol
from the leaves of Terminalia catappa (F-OHf), comparing this treatment with another performed with
the traditional and traditional antifungal, fluconazole (FCZ). F-OHf showed inhibitory activity against
C. glabrata isolates, growth inhibition zones ranged from 19 to 27 mm for the 40 mg / mL treatment
and 24 to 31 mm for the 100 mg / mL for the FCZ the zones of inhibition ranged from 0 to 5 mm. In
all, F-OHf may be a promising alternative for the treatment of candidiasis, these results represent new
perspectives for future research in continuation of this study to develop alternative therapies in the
fight against these infections.
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Introducéo

As infec¢Bes fungicas crescentes
representam um problema grave de
Saude publical, Candida albicans uma
levedura muito comum  nessas
situacbes €&, geralmente a espécie
mais frequentemente isolada?2. Outras
espécies de Candida néo albicans
também s&o reportadas causando
infeccbes sistémicas, superficiais e
vulvovaginais*®.

Um estudo epidemioldgico
demonstrou que 95% dos casos de
candidemia sdo causadas por cinco
espécies de Candida, no entanto, a
maior frequéncia é de Candida
albicans, seguida por C. parapsilosis,
C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei
6789 C. glabrata geralmente é a
terceira ou em alguns casos a quarta
em relagéo a frequéncia de isolamento
em pacientes com vulvovaginite?1°.

C. glabrata € um microrganismo
comensal em superficies de mucosas,
podendo ser portanto, uma das causas
da vulvovaginite, infectando tanto
individuos saudaveis guanto
debilitados'!. As opcdes terapéuticas
usadas no combate as infeccdes
causadas pelas espécies de Candida
séo limitadas, sendo resumida em trés
classes de compostos: os azolicos,
polienos e as equinocandinas,
Anfotericina B é um polieno, que
apesar da sua eficiéncia, apresenta
alta toxicidade®?.

A prescricdo mais comum em
casos de candidiase vulvovaginal é o
azolico fluconazol, este atualmente
tem seu uso limitado pela resisténcia
apresentada por algumas espécies do
género Candida!®', Muitos trabalhos
mostram que a espécie C. glabrata
apresenta resisténcia intrinseca ao

fluconazoll’-18, Nesse contexto,
modelos alternativos de tratamentos
sao necessarios, pois o]

desenvolvimento de medicamentos
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antifingicos é relativamente mais lento
em comparagao com 0S
antibacterianos e a resisténcia as
drogas, o que reduz muito a eficacia
dos antifungicos conhecidos tornando
a busca por novas estratégias um
mecanismo  viavel para  novos
candidatos?®.

Esses relatos impulsionam a
pesquisa a base de plantas
medicinais. Compostos isolados a
partir destas s&o utilizados por
apresentarem propriedades
antimicrobianas empiricamente  2°,
Terminalia catappa, surge dessa
forma como promissora no tratamento
das infeccbes causadas pelas
espécies de Candida?l. Terminalia
catappa é uma planta pertencente a
familia Combretaceae, nativa do
sudeste da Africa?2. A atividade
microbiana dos extratos de T. catappa
€ bastante divulgada, o extrato
cloroférmico e etandlico das suas
folnas apresentam atividade contra
varias  microrganismos, incluindo
leveduras da espécie Candida,
Bacillus  megaterium,  Citrobacter
freundii, Micrococcus flavus,
Alcaligenes faecalis, Enterobacter
aerogenes, Salmonella typhimurium,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli, Streptococcus faecalis,
Streptococcus cremoris,
Streptococcus agalactiae, e Candida
tropicalis.  Além  disso, baixas
concentragcbes dos extratos de
diversas partes da planta sao
necessarias para inibir 0
desenvolvimento microbiano??.

Varios fitoconstituintes como
flavonoides, carotenoides e fenois
estdo presentes, e pode ser atribuido
a eles a excelente atividade contra
microrganismos patogénicos?3.

Dessa forma o objetivo principal
deste trabalho é avaliar o perfil de
susceptibilidade de isolados clinicos
de Candida glabrata através da
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técnica de difusdo em agar a uma
fracdo extraida com n-butanol das
folhas de T. Catappa (F-OHf),
comparando este tratamento com um
outro realizado com o antifungico de
uso clinico e tradicional, o fluconazol
(FC2).

Material e Métodos
Amostras de Candida glabrata

Os isolados clinicos da espécie
Candida glabrata CgCV19; CgCV10;
CgCV10 e CgCVv4 foram utilizados
neste estudo sdo provenientes de
amostras clinicas obtidas a partir de
secrecdo vaginal de pacientes com
candidiase e assintométicas, cedidas
gentimente do Laboratério de
Micologia Meédica da Universidade
Ceuma Séao Luis — MA (aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da
Universidade CEUMA, Ne:
813.402/2014). Os isolados foram
previamente identificados pelo
sistema automatizado VITEK
(BioMérieux), foi preparado um
estoque contendo os isolados
mantidas a -20°C em caldo BHI (Brain
Heart Infusion- Acumedia
Manufactures) para posterior uso.

Preparo do in6culo

Subcultivos foram realizados em
Agar Sabouraud Dextrose (ASD) por
48h a 37° C. O indculo foi preparado
em solugéo salina esterilizada (NacCl
0,85%) e a contagem de células (1 a
5x10® UFC/mL) foi realizada em
hemacitdmetro (Céamara de
Neubauer).

Obtencédo da fragcdo de n-butanol
das folhas de T. catappa
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Inicialmente as folhas de T.
catappa foram coletadas e suas
superficies foram limpas com 4alcool
70% e secas com papel toalha para
evitar proliferagdo de fungos do
ambiente. Essas folhas foram
colocadas a temperatura ambiente e
posteriormente foram trituradas com
auxilio de um triturador mecanico.
Passagens sucessivas do p6 obtido
foram feitas em solventes,
obedecendo uma ordem crescente de
polaridade. Foram utilizados o0s
solventes hexano, cloroférmio,
acetado de etila e n-butanol (Merck,
Darmstadt, Germany). A fracdo n-
butanol foi acondicionada a 6° C para
realizacéo do teste de Agar difuséo.

Testes de susceptibilidade
antifungica através do teste de
Agar Difuséo

Os testes de difusdo em Agar
foram feitos de acordo com o
protocolo descrito no documento M44-
A2 do Clinical And Laboratory
Standards Institute 24, com algumas
adaptacoes. O teste consiste em
semear 0 microrganismo em placas
de Petri contendo o meio de cultura
ASD. Em determinados pontos desse
meio foram feitos orificios e
adicionadas aliquotas de 40 pL das
substancias testadas. Apds o tempo
de incubacdo a cultura é avaliada.
Quando as substancias testadas
exercem acao inibitoria no
crescimento dos  microrganismos
cultivados, uma regiao sem
crescimento visivel & formada, a qual
€ determinada pelo diametro do halo
de inibicdo formado no meio de
cultura. A acao inibitoria € diretamente
proporcional ao diametro do halo.

A zona de inibicao do
crescimento (ZIC) foi mensurada e o
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calculo foi realizado para obtencéo
dos valores para plotagem dos
graficos. O calculo consistiu em
subtrair do diametro da zona de
inibicdo total menos o diametro do
poco perfurado onde foram colocadas
as substancias como ilustrado na
Figura 1, dos resultados foi
estabelecida uma média. Para a
interpretacdo dos resultados do teste
de difusédo contra os isolados, utilizou-
se o0 documento M44-A2 do Clinical
And Laboratory Standards Institute?*.
@) antifangico fluconazol,
utilizado como controle positivo (64
Mg/mL) e a fragdo de n-butanol das
folhas de T. catappa (100 mg/mL e 20
mg/mL), foram aplicados nos pocos
feitos no agar e incubados a 37 °C.
Um controle negativo foi realizado
com PBS 1x (phosphate-buffered
saline, pH 7,2). Ap6s 24 h, o halo de
inibicdo do crescimento foi medido Foi
realizada nova leitura apos 48 h de
incubacdo quando o crescimento foi
insuficiente para a leitura até 24 h.

e

Figura 1. Mensuracdo da zona de
inibicdo das substancias testadas pelo
método 4&gar difusdo através da
formula ZIC= d1-d2 onde: ZIC = zona
de inibicdo do crescimento; dl1=
diametro da zona de inibicdo + poco;
d2= didmetro do poco onde foram
colocada as substancias.
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Analise estatistica dos dados

Os resultados foram analisados
estatisticamente quanto as diferencas
significativas entre 0s grupos, por
meio da analise de variancia (ANOVA)
e o teste de multiplas comparacgdes de
Bonferroni. O nivel de significancia de
95% foi considerado para que as
medidas fossem significativamente
diferentes (p < 0,05).

Resultados

Os resultados obtidos
demonstraram que a F-OHf apresenta
atividade inibitoria contra os isolados
de C. glabrata, as zonas de inibicao
de crescimento para esses isolados
variaram entre 19 a 27 mm para o
tratamento com 40 mg/mL e entre 24
a 31 mm para a concentracdo 100
mg/mL (Figura 2). Em contradigéo, a
atividade inibitoria de fluconazol néo
foi satisfatéria, as zonas de inibicao
de crescimento variaram de 0 a 5 mm.
A zona de inibicdo de crescimento
para a F-OHf frente ao isolado de
CgCV10 foi 31 mm em média. Frente
a CgCVv6 esse valor foi 27,5 mm.
Quando o isolado de CgCV5 foi
submetido ao tratamento com a F-OHf
a zona de inibicdo de crescimento foi
em média 26,5 mm. O isolado que
apresentou menor meédia (25,5 mm)
da zona de inibicdo de crescimento foi
CgCv4. O FCZ nédo permitiu o
crescimento em uma zona de 2,5 mm
em média para trés isolados, CgCV5,
CgCVv4, CgCV6. Apenas para um
isolado a média de zona de inibicéo
foi 1 mm para FCZ, para o isolado
CgCV10 (Figura 3).
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Figura 3. Zonas de inibicdo de crescimento (ZIC) em milimetros (mm) apos o tratamento dos
isolados clinicos de C. grablata com a frag&o de n-butanol a 100 mg/mL (F-OHf) e fluconazol
64 pg/mL (FCZ). O tratamento realizado com a F-OHf foi estatisticamente significativo
comparado com controle realizado com FCZ para todos os isolados (***p<0,001)
considerando 95% de confianca utilizando o testes ANOVA e comparando 0S grupos como o
teste de multiplas comparacdes de Bonferroni.
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Figura 2. Avaliacdo da susceptibilidade da fracdo de n-butanol (F-OHf) por meio de difusdo
em agar contra isolados CgCVv10 (A), CgCV4 (B), CgCV6 (C) e CgCV5 (D) de secrecao
vaginal. Concentracfes usadas: 40 mg/mL e 100 mg/mL. Fluconazol 64 pg/mL e PBS 1X
foram usados como controles positivo e negativo, respectivamente.
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O tratamento com a F-OHf na
concentracdo de 100 mg/mL (figura 3)
para todos os isolados foi significativo
em relacdo ao controle realizado com
FCZ (p<0,001), porém nao houve
diferenca estatistica comparando o
mesmo tratamento em isolados
diferentes, tanto com FCZ quanto
para a F-OHf. O PBS como ja
mencionado foi utilizado como
controle negativo, portanto este n&o
possibilitou a formacédo de zonas de
inibicdo de crescimento para o isolado
CgCV6 Apenas para um isolado a
média de zona de inibigdo foi 1 mm
para FCZ, o isolado CgCV10 (Figura
3).

De acordo com os pontos de
corte para a interpretacdo do teste de
sensibilidades antifingica 2%, os
isolados de C. glabrata foram
resistentes ao tratamento com o
antifingico FCZ. De forma
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semelhante, sob o ponto de vista de
atividade inibitoria, ocorreu formacao
de zonas de inibicdo de crescimento
guando os isolados de C. glabrata
foram tratamentos com F-OHf na
concentracdo de 40 mg/mL, esta
promoveu a formacdo de zonas de
inibicdo de crescimento em média de
29 mm contra C. glabrata CGCV5
Para o isolado de C. glabrata CGCV4
a F-FOH na concentragao 40 mg/mL
apresentou uma zona de inibicdo de
crescimento igual a 25 mm em média.
Contra os isolados de C. glabrata
CGCV10 e C. glabrata F.J.F a zona
de inibicdo formada por F-FOH foi em
média de 21 mm. O FCZ néo permitiu
0 crescimento em uma zona de 2,5
mm em meédia para trés isolados, C.
glabrata CGCV5, C. glabrata CGCV4,
C. glabrata

[ 64 pg/mL Fluconazol
Bl 40 mg/mL F-FOH

Zonas de inibicio de crescimento (mm)

CgCV6  CgCVs

CgCV4  CgCV10

Figura 4. Zonas de inibicdo de crescimento (ZIC) em milimetros (mm) apés o tratamento
dos isolados clinicos de C. grablata com a fragdo de n-butanol a 40 mg/mL (F-OHf) e

fluconazol

64 pg/mL (FCZ). O tratamento realizado com a F-OHf foi estatisticamente

significativo comparado com controle realizado com FCZ para todos os isolados
(***p<0,001) considerando 95% de confianca utilizando o teste ANOVA e comparando 0s
grupos como o teste de multiplas comparages de Bonferroni.
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O tratamento com a F-OHf
contra todos os isolados de C.
glabrata foi significativo em
comparacao com o controle realizado
com fluconazol (p<0,001).
Comparando entre si o tratamento da
F-OHf contra os diferentes isolados,
nao houve resultado estatisticamente
significativo (p>0,05).

Discussao

As leveduras do género Candida
causam diferentes infecgcbes em todo
o mundo, especialmente em pacientes
imunocomprometidos?®, o fluconazol é
o antifingico de primeira escolha para
o tratamento destas infeccbes mas
cada vez mais é documentado o
aumento de isolados cada vez mais
resistentes a este farmaco 2. No
presente trabalho foi encontrado
isolados da espécie C. glabrata
resistentes ao fluconazol através do
meétodo agar difusdo, demonstrado na
literatura como o padrdo ouro para
estabelecer a sensibilidade
antifingica destas leveduras?®. Estes
resultados mostram que em
comparacdo ao antifungico de
primeira escolha a atividade inibitéria
de F-OHf foi melhor, utilizando esta
técnica de difusdo em &gar, em um
trabalho anterior?’, da mesma forma a
fracdo butanodlica obtida do extrato
hidroalcolico de T. catappa
apresentou melhor atividade nos
isolados da espécie C. glabrata
testados.

Vérios trabalhos reportam a
atividade de T. catappa contra varios
microrganismos?829:30, sendo
escassos estudos com leveduras do
género Candida, principalmente da
espécie C. glabrata.

Em estudo realizado por Rochas!
os resultados obtidos corroboram com
os do presente trabalho. Em seu
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trabalho foram utilizados isolados de
Cryptococcus resistentes ao
fluconazol. Os halos de inibigdo foram
de até 28mm, demonstrando assim a
sensibilidade destes isolados a fragéo
butandlica de seu trabalho, validando
ainda mais os resultados obtidos aqui.

Em um estudo também realizado
com fracdo n-butanol de Terminalia
catappa contra isolados de Candida
provenientes de pacientes com cancer
orogastrico?®, foi observado que o
extrato exerceu maior acao inibitéria
gue o fluconazol, com halos de 23,6
mm enquanto que para o fluconazol o
maior valor encontrado foi menor que
20mm, nenhum isolado utilizado no
estudo era da espécie C. glabrata
confirmando o pioneirismo deste
trabalho.

A Terminalia catappa apresenta
atividade antimicrobiana significativa
contra varios microrganismos, como
exemplo em um trabalho com
Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa®?,
evidenciando que esta planta tem
atividade antimicrobiana significativa.

Conclusao

O uso da Terminalia catappa
pode ser uma alternativa promissora
para o tratamento da candidiase,
estes resultados representam novas
perspectivas para futuras pesquisas
em continuacdo a este estudo para
desenvolver terapias alternativas no
combate destas infec¢des.

Em sua totalidade, 0S
resultados obtidos neste trabalho
demonstram o0 imenso potencial
antifingico da fragdo n-butanol das
folhas de Terminalia catappa contra
Candida glabrata.
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