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RESUMO

Diversas espécies de plantas medicinais sdo fontes de compostos com potencial terapéutico
para tratamento doencas de origem microbiana, incluindo fungos filamentosos e unicelulares
(leveduras). O presente trabalho teve como objetivo avaliar a agdo antimicrobiana de extratos
organicos de trés espécies vegetais Pleonotoma jasminifolia, Mansoa alliacea e Solanum
sessiliflorum contra as leveduras patogénicas oportunistas Candida albicans DPUA 1340,
Candida tropicalis DPUA 023, Trichosporon beemeri DPUA 213 e Trichosporon beigelii
DPUA 208, bem como selecionar fonte de biocompostos com ag¢éo antimicrobiana para futura
aplicacdo industrial. Para extracdo dos biocompostos, as folhas das espécies vegetais foram
submetidas a extracdo por maceracao assistida por banho ultrassonico com solvente organicos
em polaridade crescente [hexano, acetato de etila e metanol], seguido de filtracdo e
concentragdo em rotavapor a pressdo reduzida. As leveduras teste foram reativadas em Agar
Sabouraud suplementado com extrato de levedura a 5% (p/v) e mantidas a 37 °C, por 72
horas. A autenticacdo foi realizada pelos métodos convencionais como morfologia da coldnia,
producdo de clamidoconidios e pseudofilamentos. A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi
realizada pelo método de difusdo em &gar por pogo, determinacdo da concentragdo minima
inibitéria (CMI) e por bioautografia. Os resultados mostraram que 0s extratos organicos de P.
jasminifolia, M. alliacea e S. sessiliflorum sdo fonte de biocompostos com acéo
antimicrobiana contra as leveduras testadas, exceto T. beigelii. Os extratos hexanicos das trés
espécies vegetais apresentaram o maior espectro de acéo (22,3 a 23,6 nm), sendo T. beemeri a
levedura mais sensivel. Em seguida, foi obtida a Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) dos
extratos hexanicos, os resultados da CMI mostraram atividade fraca para P. jasminifolia e
moderada para M. alliacea e S. sessiliflorum. A andlise bioautografica dos extratos hexanicos
mostrou agéo inibitdria de biocompostos com Rf (Fator de retencéo) entre 0,6 a 0,93, alem da
presenca de classes fitoquimicas como alcaloides, terpenos e flavonoides reveladas com
solucdes de Dragendorff, NP-PEG e anisaldeido sulfurico, respectivamente. Os resultados das
analises indicam que estes extratos organicos apresentam potencial fonte de biocompostos
com atividade anti-levedura, todavia andlises complementares devem ser realizadas para
viabilizar a aplicagéo industrial desses biocompostos.

Palavras-chave: Antiflngicos, Candida, compostos bioativos, Trichosporon



ABSTRACT

Several species of medicinal plants are a source of compounds with therapeutic potential for
treating diseases of microbial origin, including filamentous and unicellular fungi (yeasts).
This study aimed to evaluate the antimicrobial action of organic extracts from three plant
species Pleonotoma jasminifolia, Mansoa alliacea and Solanum sessiliflorum against
opportunistic pathogenic yeasts Candida albicans DPUA 1340, Candida tropicalis DPUA
023, Trichosporon beemeri DPUA 213, and Trichosporon beigelii DPUA 208, as well as to
select a source of biocompounds with antimicrobial action for future industrial application.
For the extraction of biocompounds, the leaves of the plant species were subjected to
extraction by maceration assisted by ultrasonic bath with organic solvents of increasing
polarity [hexane, ethyl acetate, and methanol], followed by filtration and concentration in a
rotary evaporator under reduced pressure. The test yeasts were reactivated on Sabouraud Agar
supplemented with 5% (w/v) yeast extract and maintained at 37°C for 72 hours.
Authentication was performed using conventional methods such as colony morphology,
chlamydospore production, and pseudohyphae. The evaluation of antimicrobial activity was
performed by the agar diffusion method, determination of the minimum inhibitory
concentration (MIC), and by bioautography. The results showed that the organic extracts of P.
jasminifolia, M. alliacea, and S. sessiliflorum present a source of biocompounds with
antimicrobial action against the tested yeasts, except for T. beigelii. The hexane extracts of the
three plant species showed the broadest spectrum of action (22.3 to 23.6 nm), with T. beemeri
being the most sensitive yeast. Next, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the
hexane extracts was obtained; the MIC results showed weak activity for P. jasminifolia and
moderate activity for M. alliacea and S. sessiliflorum. Bioautographic analysis of the hexane
extracts showed inhibitory action of biocompounds with Rf (Retention factor) between 0.6 to
0.93, in addition to the presence of phytochemical classes such as alkaloids, terpenes, and
flavonoids revealed with Dragendorff, NP-PEG, and sulfuric anisaldehyde solutions,
respectively. The results of the analyses indicate that these organic extracts present a potential
source of biocompounds with anti-yeast activity; however, further analyses must be
performed to enable the industrial application of these biocompounds.

Keywords: Antifungals, Candida, bioactive compounds, Trichosporon
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INTRODUCAO

Diversos vegetais sintetizam metabdlitos com acdo caracteristica que expressam
atividades bioldgicas variadas, incluindo a antimicrobiana contra bactérias, fungos
filamentosos, leveduras e virus (Machado; Bruno, 2022). Os compostos com acdo
antimicrobiana interagem com as moléculas-alvo interferindo nas funcBes das células
microbianas causando alteracbes nas caracteristicas da membrana citoplasmatica e no
metabolismo energético, assim como, inibindo a sintese do acido nucleico (Barros et al.,
2020).

Dados da literatura demonstram que vegetais predominaram no tratamento de
doengas por diferentes etnias, fator que contribui para realizagdo de pesquisas e descobertas
de novos farmacos (Fernandes; Santos; Souza, 2020). Entre essas espécies vegetais, estdo a
Pleonotoma jasminifolia (Kunth) Miers, Mansoa alliacea e Solanum sessiliflorum que séo
plantas de ocorréncia nativa da Amazonia e comumente utilizadas na medicina popular.

P. jasminifolia, popularmente conhecida como cip6-cacheado, cipé-tuira ou cipd-
quira, ¢ uma trepadeira da familia Bignoniaceae, ocorre em terra firme, com dominio
geografico na Amazonia. Dados disponiveis na literatura mostram que P. jasminifolia tem
acao medicinal para tratamento de tosse (raizes) e o sumo da folha tem aplicacéo para tratar
queimadura. As folhas também tém utilizacdo no paisagismo em funcdo da riqueza da
folhagem (Gomes, 2006; Nogueira et al., 2009; Gomes; Proenca, 2010).

Outra espécie da familia Bignoniaceae, a Mansoa alliacea, também ocorre em terra
firme, € um arbusto semitrapador comumente conhecido como cipo6-alho, alho-da-mata ou
alho falso. Suas folhas sdo utilizadas como medicamento natural para o tratamento de tosse,
enjoo, constipacgdo, reumatismo, epilepsia, febre e dores de cabeca. Sdo usadas também como
fixador de perfumes, em preparacdes gastrondémicas, repelente de insetos e anticonceptivos
(Ferreira e Gongalves, 2007; Tavares-Dias; Dias, 2020; Salazar et al., 2017; Markam et al.,
2018; Sreelakshmi; Muthuswamy, 2021).

A espécie Solanum sessiliflorum, popularmente conhecida como cubiu, pertence a
familia Solanaceae. Trata-se de uma hortalica cujo fruto tem propriedades nutricionais, €
tradicionalmente utilizada como produto alimenticio ndo convencional (PANC), mas também
tem importancia medicinal com indicacdo para controle do colesterol, triglicérides, acido
arico e glicose (Souza Filho et al., 2009; Goncalves et al., 2013; Silva et al., 2018; Cruz et al.,
2023).

Com base na importancia medicinal de espécies vegetais, neste estudo foi avaliada a

atividade bioldgica dos extratos organicos de P. jasminifolia, M. alliacea, e S. sessiliflorum,
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visando & descoberta de compostos para uso no tratamento de patologias causadas por

espécies de leveduras patogénicas do género Candida e Trichosporon.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Leveduras patogénicas
2.1.1. Género Candida

As espécies do género Candida pertencem ao Filo Ascomycota, Classe
Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae. Apresentam
como caracteristicas células leveduriformes, aerobiose, dimorfismo, reproducdo assexuada
(por brotamento) e formac&o de coldnias de coloracéo branca (Melo et al., 2022).

O género compreende aproximadamente 200 espécies, sendo este o grupo de
leveduras patogénicas mais recorrente na pratica médica (Silva et al., 2012; Okamura, 2019).
Sdo leveduras que tém grande importancia devido a sua capacidade de colonizar seres
humanos, e também outros animais, e ao seu potencial de patogenicidade.

No corpo humano, vivem de forma comensal, sem causar infeccdes, geralmente
colonizam regifes como a pele e as mucosas bucal, digestiva, vaginal e urinaria (Glehn;
Rodrigues, 2012). No entanto, fatores predisponentes reconhecidos como diabetes, gravidez,
avitaminose, neoplasias, imunodeficiéncia, uso prolongado de antibacterianos,
corticosterdides e medicamentos citostaticos podem acarretar em um desequilibrio entre o
hospedeiro e organismo comensal (Zimmermmann et al., 2009). Nestas condi¢es, a levedura
torna-se patogénica, podendo causar infeccdes que sdo denominadas de candidiase ou
candidoses e candidemia.

Clinicamente as infecgdes por Candida podem ser amplamente classificadas em dois
subtipos: mucosas e sisttmicas (Lopes; Lionakis, 2022). A candidiase mucocutanea
manifesta-se em superficies como vagina (candidiase vaginal), oral (candidiase orofaringea),
esofagica (candidiase esofagica) e, a menos frequente, as unhas (onicomicose), podem ocorrer
em pessoas com sistema imune intacto, entretanto, a infecgdo torna-se de risco para pessoas
imunossuprimidas. Quando a infec¢do é sistémica acomete sitios como a corrente sanguinea e
o sistema nervoso central (SNC), denomina-se candidemia. Tende a afetar paciente
submetidos a drogas imunossupressoras e a procedimentos invasivos (Varano et al., 2019;
Lopes; Lionakis, 2022).

A patogenicidade das espécies de Candida esta associada a fatores de viruléncia e as
variaces fenotipicas, tais caracteristicas permitem a transicdo de organismo comensal a

patdgeno. Portanto, considerado como fungo oportunista (Okamura, 2019).
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O aspecto oportunista ocorre devido a polimorfia, que permite alternancia
morfoldgica entre a forma ovoide (leveduriforme, por brotamento) ou como células elipsoides
alongadas com constricdes nos septos (pseudo-hifas) ou hifas verdadeiras com paredes
alélicas (filamentosa). Esse fendbmeno, denominado switching, ocorre quando as células
leveduriformes “branca” se transformam em filamentos “opacas” (Mayer; Wilson; Hube,
2013; Melo et al., 2022).

Entre os principais fatores de viruléncia do género Candida estdo a sua capacidade
de transicdo morfoldgica entre as formas de levedura e hifa, a secrecdo de enzimas
hidroliticas, expressao de adesinas e invasinas na superficie celular, tigmotropismo, formacéo
de biofilmes, bomba de efluxo e alteracdo fenotipica (Mayer; Wilson; Hube, 2013; Rocha et
al., 2021).

A espécie C. albicans destaca-se entre as demais por colonizar varios nichos do
hospedeiro, inclusive, com diferencas de disponibilidade de nutrientes, pH ou CO,, por
exemplo. Essa adaptabilidade em prosperar em diferentes condigfes torna a C. albicans um
patdgeno bem sucedido. E, portanto, a espécie mais recorrente em casos clinicos (Dantas et
al., 2016; Varano et al., 2019).

No entanto, nos ultimos anos houve um aumento significativo de espécies nao-
albicans isoladas de infeccbes como C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis
(Melo et al., 2022). Esse aumento deve-se ao fato da crescente expressdo de fatores de
viruléncia e, principalmente, da resisténcia a antifungicos (Moraes, 2011). Segundo Moreira
et al. (2017) a resisténcia aos tratamentos medicamentosos pode estar relacionada ao uso
indiscriminado de antiflngicos e antibidticos, causando resisténcia das cepas aos farmacos.

Atualmente, os antifungicos mais utilizados para infec¢bes fungicas estdo
classificados como azéis, alilaminas, polienos, equinocandinas e 5-fluoriocitosina. Os
antifingicos azdis e alilaminas agem na inibicdo de enzimas importantes na biossintese de
ergosterol. Os polienos interagem com ergosterol — componente majoritario da membrana
celular —, e formam poros transmembranar que causam extravasamento de ions intracelulares,
resultando em um desequilibrio eletroquimico. As equinocandinas inibem a sintese da parede
celular e a 5-fluoriocitosina inibe a biossintese de DNA e RNA (Rocha et al., 2021; Partha et
al., 2022; Khaled et al., 2023).

A susceptibilidade de antifungicos varia entre as espécies de Candida, sendo
necessario a identificacdo da espécie e a aplicacdo de testes de resisténcia para avaliar quais
antifingicos apresentam eficacia contra determinada espécie (Arruda, 2023). Para um

tratamento promissor, o farmaco deve possuir um espectro de acdo amplo, possuir doses
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eficazes sem causar muitas reacGes adversas, custo-beneficio, baixa resisténcia microbiana e
ter formulacdes oral e parental (Moreira et al., 2017).

Portanto, devido ao potencial patogénico e a resisténcia aos tratamentos antifungicos
que as espécies de Candida apresentam é importante prosseguir com estudos para avaliar o

grau de sensibilidade aos farmacos disponiveis, bem como buscar novas terapias alternativas.

2.1.2. Género Trichosporon

As leveduras do género Trichosporon pertencem ao Filo Basidiomycota, Subfilo
Agarimycotina, Classe Tremellomycetes, Ordem Tremellales, Familia Trichosporonaceae.
Sdo amplamente encontrados na natureza e, geralmente, predominam em regides com clima
tropical e temperado (Cawley et al., 2000; Colombo et al., 2011). Habitam em diferentes
nichos ecoldgicos podendo ser encontrados no solo, ar, lagos, madeira em decomposicao,
excrementos de passaros e na microbiota de humanos e animais (Colombo et al., 2011).

Em humanos, as espécies de Trichosporon sdo casualmente encontradas na microbiota
do trato gastrointestinal e cavidade oral, podendo, transitoriamente, colonizar o trato
respiratorio, pele e vagina (Castano; Yarrarapu; Mada, 2018; Cordeiro et al., 2021). De
acordo com Bentubo, Gambale e Fischman (2013) espécies deste género ocupam
essencialmente nichos ecologicos ndo-vertebrados, mas possuem a capacidade de sobreviver
em tecidos de organismos vertebrados e causar micoses oportunistas superficiais e profundas.

Morfologicamente, o género Trichosporon tem como caracteristica a formagdo de
artroconidios, blastoconidios, hifas e pseudo-hifas. Apresentam col6nias de coloracdo branca
ou creme, de aspecto seco (Bentubo; Gambale; Fischman, 2013; Milan et al., 2018).

O género Trichosporon é o agente etiol6gico da micose superficial denominada piedra
branca. Essa infeccdo se caracteriza pela presenca de nddulos branco-amarelados nos pelos
genitais, barba, bigode, axila e couro cabeludo (Cavalcanti et al., 2021). Segundo Lara (2021)
as principais espéecies associadas a essa infeccdo sdo T. cutaneum, T. ovoides, T. inkin e T.
loubieri. A transmissdo dessa micose ainda ndo é bem esclarecida, no entanto, entre os fatores
predisponentes estdo calor, umidade, imunossupressdo, uso de antibidticos e procedimentos
invasivos (Ferreira et al., 2019).

As infeccbes sistémicas causadas por Trichosporon sdo denominadas de
tricosporonose, e podem ocorrer de trés formas: infeccdo disseminada (a mais recorrente),
infeccdo localizada (6rgdo ou sistema especifico) e infeccdes que ndo afetam os tecidos, mas
estdo associadas ao uso de cateteres (Castano; Yarrarapu; Mada, 2018). O progndstico de

tricosporonose € preocupante, visto que as taxas de mortalidade sdo altas, e acomete,
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principalmente, pacientes neutropénicos com cancer, pacientes submetidos a transplante de
Orgdos e pacientes gravemente enfermos expostos a antibidticos, corticosteroides ou
procedimentos invasivos (Francisco et al., 2019).

Apesar de representarem o segundo ou terceiro género de levedura ndo-Candida mais
comum em infecgdes fangicas invasivas, seus fatores de viruléncia ainda sdo pouco relatados
(Almeida Janior; Hennequin, 2016). Entretanto, segundo Santana et al. (2013) e Leite e
Santos (2021) microrganismos patogénicos expressam uma serie de estratégias especificas
para se estabelecer, colonizar, causar doenca e superar as defesas do hospedeiro. A ampla
variedade de fatores de viruléncia inclui secregéo de enzimas extracelulares, polimorfismo,
alteracdo fenotipica, toxinas e aderéncia.

A habilidade de adesdo em superficies celulares favorece a formacéo de biofilmes, e
ocorrem por fatores como a formacdo de tubo germinativo, disponibilidade de carboidratos,
pH, temperatura, producdo de fosfolipases, de proteases e outras enzimas extracelulares
(Santana et al., 2013).

De acordo com Biasoli et al. (2008) a tricosporonose esta associada a alta taxa de
mortalidade, principalmente, em pacientes imunocomprometidos. Em infecgdes sistémicas, T.
asahii é a especie predominante e esta associada a um mau prognostico (Almeida Junior;
Hennequin, 2016).

A falha clinica ao tratamento é comum e esta relacionada com a resisténcia relativa do
agente a diversos antifangicos (Arikan; Hascelik, 2002). O tratamento para essas infeccoes é
complexo, uma vez que Trichosporon spp. apresentam resisténcia as equinocandinas e baixa
suceptibilidade aos polienos (Almeida Janior; Hennequin, 2016). Sendo assim, os farmacos
azolicos tém apresentado melhor atividade antinfingica in vitro e in vivo para infecgdes por
Trichosporon spp., com destaque para o voriconazol (Almeida Junior; Hennequin, 2016; Lara
etal., 2021).

Ainda assim, na préatica clinica o tratamento para tricosporonoses permanece um
desafio, uma vez que as opgOes de farmacos sdo limitadas e a identificacdo de espécies do

género é complexa, interferindo diretamente no tratamento.

2.2. Potencial terapéutico de especies vegetais da Amazonia

A utilizacdo de produtos naturais, especialmente os de origem vegetal, € uma pratica
que auxilia a humanidade na manutencdo da satde e na cura de doencas desde o inicio da
medicina. Diversos compostos ativos tém sido descobertos e se tornaram fundamentais para

elaboracdo de novos produtos farmacéuticos (Silva et al., 2020).
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O uso de plantas medicinais como alternativa de tratamento para doencas tem sido
cada vez mais aceito devido a baixa toxicidade em relacdo aos produtos que contém
principios ativos sintéticos e por apresentarem um grande potencial terapéutico (Santos,
2017). Produtos que contém substancias de origem vegetal agregam valor redundante, no
entanto, é necessario um conhecimento prévio da planta e de suas caracteristicas fitoquimicas,
além da comprovacdo e eficicia da planta em estudo (Santos, 2020).

A fitoterapia ganhou muito espaco na medicina devido ao uso irracional de
medicamentos, principalmente antibidticos, resultando em resisténcia antimicrobiana
(Fernandes; Santos; Souza, 2020). A resisténcia de patdgenos oportunistas a uma gama de
agentes antimicrobianos € um fator preocupante para a saude publica mundial,
principalmente, pela falta de inovacédo da industria farmacéutica e escassez de novos farmacos
eficazes contra microrganismos patogénicos (Lentz, 2022).

No Brasil, especificamente a regido amazobnica, ha uma das maiores biodiversidades
de plantas medicinais do mundo. Tem-se estudado cada vez mais as propriedades que as
compdem para fins terapéuticos, visto que muitas espécies apresentam biocompostos que sdo
utilizados como matéria-prima na fabricacdo de medicamentos fitoterapicos e na formulacéo
de fitocosméticos (Santos, 2020).

Segundo Miyawaki, Miyawaki e Schwambach (2021) muitas plantas dos biomas
brasileiros tém sido utilizadas na medicina popular para o tratamento de varias doencas
tropicais como esquistossomose, leishmaniose, malaria e infec¢des fungicas e bacterianas. Na
Amazonia, hd uma vasta biodiversidade de plantas detentoras de propriedades medicinais
(Lameira, 2022). Espécies como Carapa guinensis (Andiroba), Copaifera sp. (Copaiba),
Hymenaea courbaril L (Jatoba) e Uncaria tomentosa (Unha-de-gato) sdo alguns exemplos de
plantas com propriedades medicinais que incluem acdo cicatrizante, antioxidante, anti-
inflamatoria, antiparasitaria, antimicrobiana, antifungica, entre outros (Lima et al., 2007,
Castro; Fontes; Silva, 2021; Lima et al., 2021; Ribeiro et al., 2021).

2.2.1. Espécies de estudo
Pleonotoma jasminifolia

A espécie Pleonotoma jasminifolia, popularmente conhecida como cipé-cacheado,
cipo-quira ou cipo-tuira (Gomes, 2006; Nogueira et al., 2009; Lima et al., 2017), e pertence a
familia Bignoniaceae. Sdo encontradas em areas latossolo vermelho-amarelo e gleissolo
(Nogueira et al., 2009). Apesar da escassa informacéo sobre a espécie, Nogueira et al. (2009)

cita o seu uso medicinal e paisagistico. Gomes (2006) também relata o uso medicinal, sendo
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as raizes usadas para tratar tosse, além disso, cita que os indios Makud utilizam o sumo
extraido do espremido das folhas em queimaduras. De acordo com estudo feito por Lima e
colaboradores (2017) as folhas da espécie P. jasminifolia (figura 1) sdo utilizadas

popularmente para tratamento de anemia, sendo administrado em forma de xarope.

Figura 1 — Pleonotoma jasminifolia

Mansoa alliacea

A espécie Mansoa alliacea, popularmente conhecida como cip6-alho, alho-da-mata
ou alho falso, pertence a familia Bignoniaceae. E uma planta medicinal originaria da
Amazonia (Tavares-Dias; Dias, 2020). E denominada de alho falso devido ao seu odor
caracteristico semelhante ao alho bulboso (Allium sativum) que é produzido quando suas

folhas (figura 2) sdo esmagadas (Zoghbi; Oliveira; Guilhon, 2009).
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Segundo Ferreira e Gongalves (2007) a espécie caracteriza-se como um arbusto
semi-trepador de 3 metros ou mais que ocorre em terra firme, longe de corpos d’agua, em
areas sombreadas tanto de capoeiras como bosques primarios, em zonas tropicais. Para uso
medicinal, as partes da planta utilizadas s@o casca, folha, caule e raiz (Ferreira e Gongalves,
2007). A M. alliacea apresenta potencial para atividades biolégicas como antiviral, anti-

inflamatoria, antifangica, antimicrobiana e antilarvacida (Melo et al., 2021).

Solanum sessiliflorum

A espécie Solanum sessiliflorum pertence a familia Solanaceae, nativa da regido
Amazonica, e popularmente conhecida como cubiu (Cruz et al., 2023). E uma hortalica tipo
fruto ndo convencional, possui sabor caracteristico e agradavel, podendo ser consumida em
forma de suco, doces, geléias, compotas, temperos para carnes, além ser utilizado na
fabricacdo de cosméticos e medicamentos (Yuyama et al., 2008; Cruz et al., 2023). Possui
habito de crescimento herbaceo (figura 3), predominantemente autogamico e de clico anual
(Cruz et al., 2023).

Figura 3 — Solanum sessiliflorum
Y @ z

Fonte: Royal Botanic Gardens Kew (2023).

Como medicamento, € utilizado para tratamento de anemia, da pelagra e,
principalmente, no controle dos niveis elevados de colesterol, acido drico e glicose no sangue
(Pires et al., 2006). Devido as suas propriedades agronémicas de rusticidade e boa capacidade
de producéo, o cubiu é um produto com grande potencial mercadolégico (Pires et al., 2006;
Laborda et al., 2019).

2.3. Métodos de analise de atividade antimicrobiana
Varios estudos direcionados a descoberta de novos agentes antimicrobianos vém

sendo desenvolvidos, uma vez que a resisténcia de microrganismos oportunistas a farmacos
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estd cada vez mais frequente (Lopes; Cattelan, 2022). A avaliacdo de atividade antimicrobiana
se apresenta como estudo indispensavel na busca por novos compostos para controle de
patdgenos.

Apesar de ndo haver uma padronizacdo de métodos para avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro de compostos naturais, por conta de variagfes que incluem aplicacéo
da técnica, microrganismos utilizados, concentracdo do indculo, meio de cultura e
caracteristicas dos extratos (Amparo et al., 2018), sdo comumente utilizados métodos
conhecidos como 0 método de difusdo em &gar, método de dilui¢do e bioautografia (Scorzoni
etal., 2007).

Esses métodos de analise sdo padronizados por normas estabelecidas por 6rgaos
como CLSI [Clinical and Laboratory Standards Institute] — o mais utilizado —, BASAC
[British Society for Antimicrobial Chemoterapy], EUCAST [European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing] e a Br-CAST [Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing] (Amparo et al., 2018).

Os métodos de difusdo em agar e diluicdo em caldo (para determinacdo de
concentracdo minima inibitéria — CMI) sdo os mais aplicados para avaliar a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais (Nascimento et al., 2007).

A técnica de difusdo em &gar consiste em expor um microrganismo contra uma
substancia biologicamente ativa em meio de cultura sélido, correlacionando com o tamanho
da zona de inibicdo de crescimento do microrganismo testado com a concentracdo da
substancia ensaiada (Pinto; Kaneko; Ohara, 2003). A aplicabilidade desta técnica se limita a
microrganismos de répido crescimento, sejam aerobios ou aerdbios facultativos.

O método é econbmico, de facil aplicagdo e requer pouca ou nenhuma
instrumentacdo especializada (Kenny; Furey; Lucey, 2015). Esse método possui aplicacdo
variavel, podendo ser realizada por disco, por perfuracdo do agar ou por cilindros de aco

inoxidavel (Quadro 1).

Quadro 1 — Variac¢do de aplicacéo das técnicas de difusdo em &gar.

Técnica Procedimento

Semelhante ao procedimento padrdo usando discos impregnados com antibi6ticos. O
Disco-difusdo método envolve o carregamento de discos circulares com um extrato de planta escolhido,
gue ¢ entdo colocado assepticamente na superficie de um meio de 4gar inoculado (Kenny;
Furey; Lucey, 2015).

Difusdo em dgar | A técnica do pog¢o (cup-plate) consiste no mesmo objetivo, porém, sdo perfurados

por poco orificios circulares (pogos), de 6 a 8 mm de didmetro, no meio de cultura sélido ja
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(perfuracéo) inoculado, o extrato entdo é adicionando dentro destes orificios.

Difusdo por Essa técnica envolve a aplicacdo de cilindros de aco inoxidavel no meio de cultura sélido

cilindro de ago ja inoculado e a adicdo do extrato a ser testado nos cilindros (Ostrosky et al. 2008).

Estudo feito por Park e colaboradores (1998) comparou as técnicas de difusdo por
disco e por pogo, onde discos de papel foram embebidos por 15 minutos em extrato de
prépolis verde seguido de secagem em dissecador com silica. Todavia, nesta técnica, 0s
autores relatam que ndo podem afirmar a concentragdo de extrato em cada disco, tornando o
método invidvel para esse tipo de analise. Em contrapartida, na técnica de difusdo em agar por
poco é possivel definir a concentracdo de extrato em cada poco.

O mesmo ocorreu em um ensaio feito por Maia-Araujo et al. (2011) onde descrevem
que por meio do método de difusdo em disco é impossivel garantir a quantidade exata que
cada disco de papel consegue absorver quando embebido no extrato, possibilitando ainda o
extravasamento de amostra em funcdo da saturacdo da capacidade absor¢do do disco, obtendo
dados menos precisos em comparagdo com técnica de pocos. Os autores sugerem que a
técnica de pocos pode ser considerada de maior potencial de reprodutibilidade de resultados.

O método de diluicdo em caldo se baseia na rela¢do entre a proporcao de crescimento
microbiano no meio liquido e a concentracdo de substancia ensaiada (Ostrosky et al., 2008).
O uso deste método fornece resultados quantitativos e ndo € influenciado pela velocidade de
crescimento dos microrganismos. Apresentam como desvantagens a dificuldade na deteccdo
de contaminacgdo no caso de teste de materiais clinicos (Ostrosky et al., 2008; Pereira et al.,
2022).

Aplicacdo do método de diluicdo seriada pode ser feita em tubos [macrodiluicao] ou
em placas de 96 pogos [microdilui¢cdo]. A macrodiluicdo em caldo é um método mais antigo
que a microdiluicdo em caldo, sendo menos utilizado atualmente por requerer a preparacao
manual de diluicdes em série usando quantidades relativamente altas de reagentes e espaco de
laboratorio (Kenny; Furey, Lucey, 2015). Segundo Amparo et al. (2018) o método de
microdiluicdo é mais utilizado, além da sensibilidade, a técnica possui como vantagens
reprodutibilidade, pequena quantidade de amostra requerida e possibilidade de teste
simultaneo de um grande nimero de amostras.

A técnica de microdiluicdo em caldo envolve a diluicdo serial da amostra em caldo,
que é sequencialmente inoculada com o microrganismo teste em placa de microtitulacdo de 96
pocos (King; Dykes; Kristianti, 2008). Aliquotas precisas de amostras diluidas em caldo s&o

distribuidas em cada pogo utilizado uma multipipeta automatizada. Os resultados sdo




19

quantificados ap6s a incubacdo usando sistemas de visualizagdo manuais ou automatizados
que inspecionam cada painel de microtitulacdo quanto ao crescimento microbiano (Kenny;
Furey, Lucey, 2015), gerando dados que permitem determinar a concentracdo minima
inibitéria (CMI), concentracdo bactericida minima (CBM) e concentra¢do fungicida minima
(CFM) em po/uL.

Eloff (1998) utilizou a técnica de microdiluicdo para verificar a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais e observou adversidades na aplicacdo da técnica como a
aderéncia de alguns microrganismos na base do poco, enquanto outros permaneciam em
suspensdo. Relatou também que a clorofila em altas concentracdes evidencia a cor verde dos
extratos vegetais, o que dificulta a leitura dos dados com leitor de microplacas. Entretanto, o
autor concluiu que o método é econdmico, tem reprodutibilidade, € 30 vezes mais sensivel
que outros métodos relatados em literatura, requer pequena quantidade de amostra, pode ser
usado com um grande nimero de amostras, deixa um registro permanente e requer pouco
tempo.

De Bona e colaboradores (2014) realizaram um estudo comparativo dos dois
métodos — difusdo e diluicdo — e relatou que entre os métodos de difusdo (disco e poco), a
técnica do poco demonstrou melhor desempenho, pois 0 uso do disco imerso no extrato deixa
residuo adjacente ao disco, influenciando na medic&o dos halos e na concentragéo do proprio
disco. Todavia, os autores consideraram que 0 método de microdiluicdo em caldo foi a melhor
opcao para determinar a atividade antimicrobiana, por fornecer dados quantitativos, além de
ser mais confiavel e econdmico para determinar a atividade antimicrobiana dos extratos
vegetais.

A bioautografia € outro método bastante utilizado em analise de atividade
antimicrobiana devido a sua eficiéncia e sensibilidade para identificacdo das
fragcbes/moléculas responsaveis pela acdo antimicrobiana, facilitando o isolamento
direcionado ao alvo dos constituintes ativos (Suleiman et al., 2010; Miller, 2006). Em
andlises fitoquimicas, a detec¢do bioautografica € um método de triagem funcional
normalmente combinado com técnicas de cromatografica.

Os procedimentos dos metodos bioautograficos se assemelham aos meétodos de
difusdo em agar. A diferenca € que os compostos testados se difundem para 0 meio agar
inoculado a partir da camada cromatogréfica, que é adsorvente ou papel (Choma; Grzelak,
2011).

As principais aplicacGes da bioautografia sdo a triagem rapida de um grande nimero

de amostras para bioatividade, ou seja, antibacteriana, antiflngica, antioxidante, inibicdo
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enzimatica, etc. e no isolamento direcionado ao alvo de compostos ativos (Dewanjee et al.,
2015). O método bioautografico esta agrupado em trés categorias: de contato, por imersdo e
direto (Pereira et al., 2022).

Quadro 2 — Variagdo do método bioautografico.

Técnica Procedimento

O ensaio constitui-se na difusdo em &gar de compostos previamente separados em
cromatografia em camada delgada (CCD). A placa de CCD é colocada na superficie das
Bioautografia placas contendo agar com inoculo do microrganismo teste. Posteriormente, as cromatoplacas
de contato sdo removidas e as placas incubadas. As zonas de inibicdo sdo observadas na superficie do
agar em locais onde as manchas dos compostos bioativos ficam aderidas ao éagar (Das;
Tiwari; Shrivastava, 2010; Zellner et al., 2009).

Consiste na aplicacdo do composto bioativo e do inoculo do microrganismo teste direto na
placa cromatogréfica. O bioautograma € incubado em condi¢fes Umidas. A visualizacdo de
crescimento microbiano é realizada por meio de mudanca de cor com corante revelador a
Bioautografia base de sais de tetrazolio (ex.: TTC). A formagdo de zonas brancas claras contra um fundo
direta roxo indica atividade antimicrobiana do extrato (Valgas et al., 2007; Das et al.; 2010; Pereira
et al., 2022).

Apos a eluicdo dos compostos bioativos, a placa cromatografica é imersa por um meio sélido
Bioautografia fundido inoculado. Durante a incubacdo da cromatoplacas, os compostos ativos deverdo
de imerséo ultrapassar o meio por difusdo formando halos de inibicdo de crescimento microbiano
(Amparo et al., 2018; Santos, 2019). Esta técnica é combinagdo do método direto com o
método por contanto.

No entanto, podem apresentar algumas desvantagens, como a interrup¢do dos
mecanismos sinérgicos entre constituintes ativos no extrato da planta; as fracdes volateis
podem ser perdidas por evaporacdo do cromatograma; os solventes fortemente acidos ou
fortemente alcalinos podem permanecer nas placas de CCD, inibindo potencialmente o
crescimento microbiano (Kenny; Furey; Lucey, 2015).

Além de critérios que incluem composicdo da fase movel, adsorvente da fase
estacionaria, espécies de teste, pré-condicionamento da placa de CCD e métodos de
visualizacdo, todos sdo parametros variaveis que podem potencialmente afetar os resultados
desses bioensaios (Hamburguer; Cordell, 1987; Schmourlo et al., 2005; Suleiman et al., 2010;
Choma; Grzelak, 2011; Kenny, Furey, Lucey, 2015).

Ainda assim, a bioautografia oferece um método simples, rapido e barato para
triagem quimica e bioldgica de extratos vegetais complexos (Dewanjee et al., 2015). Embora
seja necessaria alguma experiéncia para obter boas analises bioautograficas, o0 método tem

eficiéncia no isolamento de compostos com atividade antimicrobiana (Suleiman et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos organicos de origem vegetal frente a
espécies patogénicas de Candida e Trichosporon para selecionar fonte de biocompostos com

maior espectro de agdo antimicrobiana para futura aplicagdo industrial.

3.2. Objetivos Especificos
Proceder & extracdo de biocompostos de espécies vegetais de procedéncia amazbnica para
selecionar biocompostos com atividade anti-leveduras patogéncias;
Examinar a viabilidade de espécies de leveduras, incluindo espécies do género Candida e
Trichosporon para utilizagcdo nos testes antimicrobianos;
Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos que apresentar maior espectro de acao

frente aos microrganismos teste.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material Botanico
4.1.1. Coleta e Processamento do Material Vegetal

Neste trabalho foram utilizadas folhas das seguintes espécies vegetais: Pleonotoma
jasminifolia, Mansoa alliacea e Solanum sessiliflorum. A coleta do material vegetal foi
realizada no periodo de margo a maio de 2022, em um terreno particular, localizado no
municipio de Iranduba-AM, Brasil, cujas coordenadas geograficas sdo (S) -3,2677275 e (W) -
60,1910495.

4.1.2. Extracdo dos compostos organicos

As folhas foram desidratadas em estufa, pesadas e, submetidas a extracdo por
maceracdo assistida por ultrassom com solventes organicos em polaridade crescente: Hexano
(Hx), Acetato de Etila (AcOEt) e Metanol (MeOH), seguido de filtracdo e concentracdo em
rotavapor a pressdo reduzida (Assumpcdo, Silva e Mendes, 2022). Os extratos organicos
foram filtrados em membrana polietersulfénica (0,22 pm), concentrados e redissolvidos em
cada um dos solventes extrativos para aplicagio em placas cromatograficas e em
Dimetilsulfoxido (DMSO) para aplicacdo nos testes em meio sélido (Silva, 2008).

Apos secagem em capela de exaustdo, cada extrato teve seu rendimento calculado
conforme equacdo 1, sendo massa inicial das folhas secas (g) pela massa de extrato seco (Q)

multiplicado por cem (Frazen et al., 2018).

Massa extrato seco (g)
E ~ 1 R d t 0/ — *100
(Equagéo 1) endimento % Massa folhas secas

4.2. Microrganismos

As espécies de Candida albicans DPUA 1340, Candida tropicalis DPUA 023,
Trichosporon beigellii DPUA 208 e Trichosporon beemeri DPUA 213 foram cedidas pela
Colecdo de Culturas, do Departamento de Parasitologia, da Universidade Federal do

Amazonas.

4.2.1. Autenticacdo e obtencdo de cultura pura
Para reativacio, de cada preservado foi transferido um fragmento para Agar
Sabouraud suplementado com extrato de levedura a 0,5% (p/v), em tubos de ensaio. Estas

culturas foram mantidas a 37°C, por 72 horas, em estufa microbioldgica. A autenticacdo foi
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realizada pelos métodos convencionais como morfologia de col6nia, produgdo de
clamidoconidios e pseudofilamentos segundo metodologia descrita por Teixeira, Queiroz e
Carvalho (1992).

4.3. Determinacdo de atividade antimicrobiana em meio solido
4.3.1. Padronizacéo e concentragao de suspensao celular em espectrofotometro

Nesse experimento, o0s extratos vegetais foram avaliados frente aos seguintes
microrganismos testes: Candida albicans DPUA 1340, Candida tropicalis DPUA 023,
Trichosporon beigelii DPUA 208 e Trichosporon beemeri DPUA 213. As leveduras foram
cultivadas em &gar Sabouraud suplementado com extrato de levedura a 0,5% (p/v) e mantidas
a 37° C por 48 horas. Para obtencdo de suspensdo celular foi retirada, de cada cultura de
levedura, uma aliquota e inoculada em tubo de ensaio contendo 10 mL de agua destilada
esterilizada, seguido de homogeneizagcdo em agitador de tubos (vortex). A padronizacdo da
suspensdo de células foi realizada em espectrofotdmetro a 530 nm na faixa de 0,08 a 0,13 de
absorbancia, correspondente & concentracdo 0,5 da escala de MacFarland equivalente 10°
UFC/ml (Santos 2018; Lima, 2021).

4.3.2. Método de difusdo em agar por poco

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana foi empregada a técnica de difusao
em &gar por poco (Pereira et al., 2021). Em cada placa contendo &agar Sabouraud
suplementado com extrato de levedura a 0,5% (p/v) foi inoculado 100 pL da suspensdo
celular. Em seguida, foi feito o espalhamento em toda a superficie do meio, utilizando swab
esterilizado, até formacdo de camada uniforme. Apds esse procedimento, em cada placa de
Petri, foram perfurados pocos de sete milimetros de diametro. Em cada poc¢o foi inoculado
100 pL do controle positivo (Itraconazol 1,0 mg/mL) e, separadamente, de cada amostra de
extrato organico de M. alliacea, P. jasminifolia e S. sessiliflorum. Como controle negativo foi
utilizado o diluente usado para a preparacdo das solucBes de extratos vegetais,
Dimetilsulfoxido (DMSO). As placas foram mantidas a 37 °C em estufa microbioldgica. Apés
18 horas incubagéo foi determinada a atividade antimicrobiana dos compostos testados. Os
resultados foram expressos em milimetros, medindo-se o diametro do halo de inibicdo
(Teixeira et al., 2011).

4.4. Determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI)
A Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria foi realizada de acordo com a
metodologia de microdiluicdo em caldo, descrita no documento M27-A2 do CLSI (Clinical
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and Laboratory Standards Institute, 2002) e de acordo com Prado et al. (2017). O teste foi
realizado em microplaca de 96 pogos, em cada poco foi adicionado 100 pL de caldo
Sabouraud. Na placa multipogo, na coluna 1 [controle negativo (Caldo Sabouraud + extrato
organico)] e 2 foi adicionado 100 pL do extrato de maior concentracdo diluido em solucéo
aquosa de (dimetilsulféxido) DMSO 10% (v/v), filtrado em membrana polietersulfénica (0,22
um). Com uma micropipeta foram preparadas as dilui¢cdes seriadas, transferindo 100 pL da
mistura composta por meio + extrato da coluna 2 para a coluna 3, e assim sucessivamente até
a coluna 11 e desta, descartar 100 uL. Em todos os pogos, exceto a coluna 1, foi inoculado 50
uL da suspensdo celular de cada microrganismo teste (densidade semelhante a escala de
MacFarland 0,5). Na coluna 12 (controle positivo) foi inoculado ao meio a solucdo de
Itraconazol (100 uL). Posteriormente, as placas multipogo foram incubadas a 37°C, em estufa
microbiologica, por 48 horas. Apés esse periodo, foi adicionado 50 pL da solugdo do
revelador Resazurina a 0,01% em todos os pocos e as placas multipogos foram novamente
incubadas por 2 horas (Rozatto, 2012). Os resultados foram determinados por visualizacdo da
alteracdo de cor proporcionada pela solucao reveladora:
(1) Vermelho/rosa: Resisténcia (crescimento do microrganismo)
(2) Azul: Sensibilidade (o microrganismo néo cresceu).

A concentragdo minima inibitéria (CMI) seré considerada a menor concentragdo da

amostra que impede visivelmente o crescimento microbiano em pg/uL (Regasini et al., 2010).

4.5. Bioautografia

Os testes de bioautografia foram realizados em cromatoplacas de camada delgada
(CCD), em silica gel 60, com indicador de fluorescéncia F254, suporte em aluminio,
espessura de 0,2 mm, medindo 2 x 8 cm (MERCK, Alemanha). As placas foram previamente
tratadas com metanol P.A, em cuba cromatografica e, ap6s 12 horas foi realizada a
evaporacdo dos solventes a 25°C. Em uma das extremidades da CCD foi tracado uma linha a
1 cm, com auxilio do lapis, para determinacdo do ponto de partida dos extratos. Na
extremidade oposta foi tragado outra linha para determinacdo do limite m&ximo da elui¢do da
fase movel.

Os extratos organicos foram diluidos em cada solvente de extracdo [hexano, acetato
de etila e metanol na concentracdo de 10 mg/mL (m/v)]. Em cada CCD, os extratos organicos
foram aplicados na placa com auxilio de capilar de vidro, seguido de eluicdo com a fase
movel hexano/acetato de etila [1:1 (v/v)] e diclorometano/metanol [95:05 v/v)], em cuba
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cromatogréfica. Um papel filtro foi colocado na cuba cromatografica para manter a saturagéo.
Apos a eluicdo as placas de CCD foram submetidas a secagem em capela de exaustao.

A revelacdo das placas foi realizada com lampada de radiacdo ultravioleta (A= 264 e
365 nm), com luz branca, e solu¢des de Dragendorff, NP-PEG e anisaldeido sulfurico para
identificar presenca de alcaloides, flavondides e terpenos, respectivamente. Os fatores de
retencdo (Rf) foram determinados por visualizagdo das bandas no cromatograma, conforme

equacéo 2.

Distancia de migragdo das moléculas (cm)

E a0 2 Re=
(Equagdo 2) f Distancia das moléculas do solvente (cm)

Para determinacdo da atividade antimicrobiana por bioautografia, em condi¢Ges
assépticas, 20 mL de agar Sabouraud a 40 °C, suplementados com 500 pL de suspensdo
celular de cada microrganismo teste e 500 uL de Cloreto de Trifeniltetrazélio - TCC 1,0%
(p/v) seré vertido no cromatograma, em placa de Petri. Apds solidificagdo do meio, as placas
foram incubadas a 37 °C por 48 horas. A atividade antimicrobiana foi avaliada visualizando-
se a area de inibicdo em torno de cada banda no cromatograma (Silva, 2008; Martins et al.,
2012).

5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos da atividade antimicrobiana em meio s6lido foram submetidos a
analise estatistica descritiva e ANOVA, com nivel de significancia a 5%. Foi aplicado o Teste
de Tukey para analisar as diferencas entre as medias de didmetro de halo de inibicéo.

Utilizando-se o programa Minitabl7.
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OCORRENCIA DE COMPOSTOS BIOATIVOS EM ESPECIES DAS FAMILIAS
BIGNONIACEAE E SOLANACEAE COM ESPECTRO DE ACAO ANTI-
LEVEDURA

OCCURRENCE OF BIOACTIVE COMPOUNDS IN SPECIES FROM THE
BIGNONIACEAE AND SOLANACEAE FAMILY WITH ANTI-YEAST SPECTRUM
OF ACTION

PRESENCIA DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN ESPECIES DE LAS FAMILIAS
BIGNONIACEAE Y SOLANACEAE COM ESPECTRO DE ACCION ANTI-
LEVADURA

RESUMO

Na Amazénia estdo constituindo a diversidade vegetal uma variedade de espécies de plantas
medicinais com propriedades terapéuticas complementares no tratamento de doencas,
incluindo as de origem microbiana. Este estudo objetivou avaliar a acdo antimicrobiana dos
extratos organicos de Mansoa alliacea, Pleonotoma jasminifolia e Solanum sessiliflorum
contra as leveduras patogénicas oportunistas Candida albicans DPUA 1340, C. tropicalis
DPUA 023, Trichosporon beemeri DPUA 213 e T. beigelii DPUA 208, bem como selecionar
fonte de biocompostos com maior espectro de agdo antimicrobiana para futura aplicacdo
industrial. A extracdo dos biocompostos foi obtida das folhas das trés espécies vegetais por
maceracado assistida por banho ultrassénico com solventes organicos (hexano, acetato de etila
e metanol). A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de difusdo em
agar por pogo, microdiluicdo em caldo para determinar Concentracdo Minima Inibitdria
(CMI) e por bioautografia. Os resultados mostraram que 0s extratos organicos das trés
espécies vegetais apresentam atividade inibitéria contra as leveduras teste, exceto para T.
beigelii, e que os extratos hexanicos das trés espécies vegetais apresentaram o maior espectro
de acdo, sendo T. beemeri a mais sensivel. Os resultados da CMI dos extratos hexanicos
mostraram atividade fraca para P. jasminifolia e moderada para M. alliacea e S. sessiliflorum.
A andlise bioautogréfica dos extratos hexanicos mostrou acao inibitoria de biocompostos com
Rf entre 0,6 a 0,93, e 0 uso de reveladores quimicos indicou a presenca de classes
fitoquimicas como alcaloides, terpenos e flavonoides. Para viabilizar a aplicacdo industrial,
anlises adicionais devem ser realizadas.

PALAVRAS-CHAVE: Espécies vegetais; Amazonia, Antifungicos; Bignoniaceae;
Solanaceae.

ABSTRACT

In the Amazon rainforest, the great plant diversity harbors a variety of medicinal plant species
with complementary therapeutical properties in the treatment of diseases, including those of
microbial origin. The present study aimed to evaluate the antimicrobial activity of the organic
extracts of Mansoa alliacea, Pleonotoma jasminifolia and Solanum sessiliflorum against the
opportunistic pathogenic yeasts Candida albicans DPUA 1340, C. tropicalis DPUA 023,
Trichosporon beemeri DPUA 213 and T. beigelii DPUA 208, as well as to select sources of
biocompounds with larger spectrum of antimicrobial activity for future industrial applications.
The extraction of biocompounds was made from leaves of the three plant species by
ultrasound-assisted maceration with organic solvents (hexane, ethyl acetate and methanol).
The antimicrobial activity was evaluated by agar well diffusion, broth microdilution to
determine the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and bioautography assay. The results
demonstrated that the organic extracts from the three plant species have inhibitory activity
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against the tested yeasts, except for T. beigelii, and that the hexane extracts from the three
plant species have the larger activity spectrum, with T. beemeri being the most sensitive. The
MIC results from hexane extracts demonstrated a weak activity to P. jasminifolia and
moderate activity to M. alliacea and S. sessiliflorum. The bioautography assay with hexane
extracts showed inhibitory activity of biocompounds with Rf between 0.6 to 0.93, and the use
of chemical developers indicated the presence of phytochemical classes such as alkaloids,
terpenes and flavonoids. To enable the industrial application, additional analyses should be
taken.

KEYWORDS: Plant species; Amazon; Antifungals; Bignoniaceae; Solanaceae.

RESUMEN

La diversidade vegetal de la Amazonia comprende una variedad de especies de plantas
medicinales con propriedades terapéuticas complementarias en el tratamiento de
enfermedades, incluidas las de origen microbiano. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la
accién antimicrobiana de extractos organicos de Mansoa alliacea, Pleonotoma jasminifolia y
Solanum sessiliflorum frente a levaduras patdgenas oportunistas Candida albicans DPUA
1340, C. tropicalis DPUA 023, Trichosporon beemeri DPUA 213y T. beigelii DPUA 208, asi
como seleccionar una fuente de biocompuestos con mayor espectro de accion antimicrobiana
para futuras aplicaciones industriales. Los biocompuestos se extrajeron de las hojas de las tres
especies vegetales mediante maceracion asistida por bafio ultrasénico con disolventes
organicos (hexano, acetato de etilo y metanol). La actividad antimicrobiana se evaluo
mediante el método de difusion en agar con pozos, microdilucion en caldo para determinar la
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y bioautografia. Los resultados mostraron que los
extractos organicos de las tres especies vegetales mostraron actividad inhibitoria frente a las
levaduras ensayadas, excepto T. beigelii, mientras que los extractos hexéanicos de las tres
especies vegetales mostraron el mayor espectro de accion, siendo T. beemeri la més sensible.
Los resultados de la CMI de los extractos hexanicos mostraron uma actividad débil para P.
jasminifolia y moderada para M. alliacea y S. sessiliflorum. El analisis bioautografico de los
extractos hexanicos mostro accion inhibidora de biocompuestos con Rf entre 0,6 y 0,93, y el
uso de reveladores quimicos indicé la presencia de clases fitoquimicas como alcaloides,
terpenos y flavonoides. Para la aplicaciéon industrial sea viable, deben realizarse analisis
adicionales.

PALABRAS CLAVE: Especies vegetales, Amazonia, Antifangicos, Bignoniaceae,
Solanaceae.

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais para tratamento de doencas € uma pratica antiga e
popular até os dias atuais. Diversas espécies de plantas medicinais apresentam biocompostos
com atividades biologicas, entre elas, a atividade antimicrobiana. O interesse pelas plantas
medicinais com potencial antimicrobiano tem crescido nos ultimos anos devido ao aumento
da resisténcia antimicrobiana aos farmacos utilizados na medicina (Silva et al., 2021; Guedes

et al., 2022). Essa resisténcia ocorre, principalmente, devido ao uso irracional de antibidticos
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e antifungicos e, portanto, tornando-se um fator preocupante para a salde publica mundial
(Fernandes; Santos; Souza 2020).

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, abrangendo varios biomas com
potencial de biocompostos com propriedades medicinais (Sousa et al., 2019). Dentre os
biomas, destaca-se a Amazobnia que corresponde a 5% da superficie da Terra sendo a maior
reserva de biodiversidade do mundo (Pires; Grisotto; Grisotto, 2017). Essa rica biodiversidade
é comtemplada com vérias espécies de plantas medicinais e os conhecimentos tradicionais da
populacdo que vive na Amazonia (Sousa et al., 2019). Estudo tem sido realizado para
viabilizar o uso de biocompostos oriundos de plantas medicinais como matéria-prima para
formulacdo de medicamentos fitoterdpicos e fitocosméticos (Santos, 2020).

Entre as espécies vegetais da Amazonia, a Pleonotoma jasminifloia (Kutnth) Miers,
conhecida popularmente como “cipo-cacheado”, “cipd-quira” ou “cipo-tuira”, com dominio
geogréafico na Amazonia, é uma trepadeira da familia Bignoniaceae que ocorre em terra firme
(Gomes, 2006; Nogueira et al., 2009; Lima et al. (2017). Segundo Gomes (2006) e Lima et al.
(2017) é utilizada tradicionalmente para tratamento de tosse (raizes) e o sumo das folhas sdo
aplicadas no tratamento de queimaduras.

Outra espécie da familia Bignoniaceae, Mansoa alliaceae, popularmente conhecida
como “cip6-alho”, “alho-da-mata” ou “alho falso” (Tavares-Dias; Dias, 2020). E um arbusto
semi-trepador e também ocorrem em terra firme. E tradicionalmente utilizada no tratamento
de colicas, desconfortos e dores abdominais, tosse, febre, dor de cabeca e reumatismo
(Lazarte; Rios, 2020; Sreelakshmi; Muthuswamy, 2021). A M. alliacea apresenta potencial
antimicrobiano, antiflngico, antiviral anti-inflamatorio e antilarvacida (Melo et al., 2021)

A espécie Solanum sessiliflorum, da familia Solanaceae, conhecida como cubiu,
também € uma espécie nativa da Amazonia (Cruz et al., 2023). O cubiu é popularmente
utilizado no tratamento para controlar altos indices de colesterol, triglicerideos, diabetes,
anemia, entre outros (Pires et al., 2006; Silva, 2019; Sereno et al., 2020). Alem disso, seu
fruto é usado como produto alimenticio ndo convencional (PANC), sendo utilizado no
preparo de sucos, sorvetes, geléias, doces e compotas (Yuyama et al., 2008; Silva, 2019).

Considerando a importancia e o potencial terapéutico dessas espéecies vegetais, este
estudo objetivou avaliar a acdo antifungica dos extratos organicos de P. jasminifolia, M.
alliacea e S. sessiliflorum contra leveduras patogénicas do género Candida e Trichosporon,
bem como selecionar o(s) extrato(s) organico(s) de maior espectro de agdo para futura

aplicacdo industrial.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e processamento do material vegetal

Neste estudo foram analisadas folhas das espécies vegetais: Pleonotoma jasminifolia,
Mansoa alliacea e Solanum sessiliflorum, coletado em terreno particular, localizado no
municipio de Iranduba-AM, cujas coordenadas geograficas sdo (S) -3,2677275 e (W) -
60,1910495. As folhas foram desidratadas, maceradas, pesadas e, posteriormente, submetidas
a extracdo com solventes organicos em polaridade crescente: hexano (Hex), acetado de etila
(AcOEt) e metanol (MeOH). A extracdo foi assistida por ultrassom seguido de filtragéo e
concentracdo em rotaevaporador a pressdo reduzida (Assumpcao; Silva; Mendes, 2022). Os
extratos secos foram redissolvidos em Dimetilsulfoxido (DMSO) e filtrados em membrana
polietersulfénica (0,22 pum) para os testes de atividade antimicrobiana em meio sélido e
redissolvidos em solvente orgénico para aplicagdo em cromatoplacas de camada delgada
(Silva, 2008).

2.2 Reativacao das leveduras

Candida albicans DPUA 1340, Candida tropicalis DPUA 023, Trichosporon beigelii
DPUA 208 e Trichosporon beemeri DPUA 213 foram cedidas pela Colecdo de Cultura do
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas-UFAM. De cada
cultura preservada foi transferido um fragmento para &gar Sabouraud suplementado com
extrato de levedura a 0,5 % (p/v). Os cultivos, em triplicata, foram mantidos a 37 °C por 72
horas. A autenticacdo das espécies foi realizada com base nas caracteristicas morfologicas,
cultivo em laminula [agar Corn Meal, coloracdo de Gram e coloragdo com azul de lactofenol
(Teixeira; Queiroz; Carvalho, 1992; Teixeira et al., 2011).

2.3 Determinacéo de atividade antimicrobiana em meio sélido

2.3.1 Preparacao do inéculo

As leveduras foram cultivadas em Agar Sabouraud suplementado com extrato de
levedura 0,5 % (p/v). Os cultivos foram mantidos a 37 °C por 48 horas. De cada cultura foi
transferindo fragmento da colénia para 10 mL de agua destilada, seguido de homogeneizacao

em agitador de tubos. O indculo foi padronizado a 530 nm na faixa de 0,08 a 0,13 de
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absorvancia, correspondente a concentragdo 0,5 da escala de MacFarland equivalente a 10°
UFC/mL (Lima, 2021).

2.3.2 Método de difusdo em agar por poco (Cup-plate)

Na determinacdo de atividade antimicrobiana pela Técnica de Difusdo em éagar por
poc¢o, em cada placa contendo meio de cultura sélido foi utilizado como inéculo 100 pL de
suspensao celular e com auxilio do swab foi feio o espalhamento em toda a superficie do
meio, até formacdo de camada uniforme. Posteriormente, foram feitos cinco pocos de sete
milimetros de didmetro. Em cada pogo foi inoculado, separadamente, 100 pL de cada amostra
de extrato organico (M. alliacea, P. jasminifolia e S. sessiliflorum), na concentracdo de 10
mg/mL e os controles positivos e negativos, Itraconazol e DMSO, respectivamente. As placas
foram mantidas a 37°C em estufa microbioldgica e, apds 18 e 48 horas o halo de inibicao foi

expresso em milimetros (Teixeira et al., 2011).
2.4 Determinacédo da concentracdo minima inibitéria (CMI)

A CMI foi determinada conforme método descrito no documento M27-A2 do CLSI
(2002) e Prado et al. (2017). Os testes foram realizados em microplaca de 96 pocos, em cada
poco foi adicionado 100 pL de caldo Sabouraud. Nas colunas 1 e 12 foram inoculados os
controles negativo (caldo Sabouraud + extrato organico) e positivo (Itraconazol),
respectivamente. Na coluna 2 foi inoculado 100 pL de extrato organico de maior
concentracdo e, a partir desta coluna, iniciou-se a diluicdo seriada, transferindo 100 uL da
mistura composta por meio liquido e extrato orgénico até a coluna 11. Em todas as colunas,
ex ceto coluna 1, foi inoculado 50 pL de suspensdo celular da levedura teste. As placas
multipoco foram incubadas a 37°C, em estufa microbioldgica, por 48 horas. Apds o periodo
de incubacdo, em todos os pocos foi adicionado 10 pL da solucdo reveladora Resazurina
0,01%. Os resultados foram determinados com base na alteracdo de coloragdo: azul
(sensibilidade) e vermelho/rosa (resisténcia). A CMI considerou a menor concentracdo da
amostra capaz de inibir visivelmente o crescimento microbiano em pg/mL (Regasini et al.,
2010).
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2.5 Bioautografia

A bioautografia foi realizada conforme Silva (2008) e Prado et al. (2017). Utilizou-se
cromatoplacas de camada delgada, em silica gel 60, com indicador de fluorescéncia F254,
suporte em aluminio, espessura 0,2 mm, medindo 2x8 (MERK, Alemanha). O extrato
organico foi aplicado com capilar de vidro e eluido com fase mdvel composta por
Hexano/acetato de etila [1:1] para P. jasminifolia e diclorometano/metanol [95:05] para M.
alliacea e S. sessiliflorum. A revelacdo dos compostos foi realizada com lampada de radiagao
ultravioleta (264 nm/365 nm), com luz branca e com as solucdes reveladoras de classes
quimicas: Dragendorff para alcaldides, anisaldeido sulfdrico para terpenos e NP/PEG para
flavonoides. Os respectivos Rf (fator de rentencdo) foram determinados nas bandas
visualizadas no cromatograma.

Para determinar a atividade antimicrobiana por bioautografia, em condi¢Oes
assépticas, 20 mL de agar Sabouraud a 40°C, suplementado com 500 pL de suspensdo celular
do microrganismo teste e 500 uL de Cloreto de Trifeniltetrazolio - TTC 1,0% (p/v) foi vertido
no cromatograma, em placa de Petri. Apds solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a
37°C por 48 horas. A atividade antimicrobiana foi avaliada observando-se a area de inibicdo
em torno de cada banda no cromatograma (Silva, 2008; Martins et al., 2012; Prado et al.,
2017).

3 Resultados e discussao

3.1 Autenticacdo das espécies de leveduras

Candida albicans DPUA 1340, C. tropicalis DPUA 023, T. beemeri DPUA 213 e T.
beigelii DPUA 208 apresentaram as caracteristicas macro e micromorfolégicas compativeis
com as descricdes citadas por Fisher; Cook (1998). Nos testes de coloragdo e cultivo em Agar
Corn Meal (Agar Fub4), nas espécies de Candida e Trichosporon foi observado presenca de
blastosporos e pseudo-hifas, com predominancia de artrésporo somente nos Trichosporon
(Barnett; Payne; Yarrow, 1990).
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3.2 Atividade antimicrobiana (Técnica de Difusdo em agar por poco)

A Tabela 1 apresenta os resultados da atividade antimicrobiana em meio solido pela
técnica de difusdo em meio sdlido dos extratos orgénicos das trés espécies vegetais (M.
alliacea, P. jasminifolia e S. sessiliflorum) contra as leveduras teste. Os valores da atividade
variaram entre os extratos vegetais frente a Candida albicans, C. tropicalis e T. beemeri. Em
média, os valores significativos da atividade antifingica, em ordem crescente, foram 16,3
mm; 19,3 mm e 22,3 a 23,6 mm, respectivamente, para C. tropicalis, C. albicans e T. beemeri
frente ao extrato Acetato de Etila (S. sessiliflorum), extrato Metanol (P. jasminifolia) e
Hexano (P. jasminifolia). Os resultados demonstraram que entre as leveduras testadas,

somente T. beigelii apresentou resisténcia a todos 0s extratos organicos.

Tabela 1. Média do didmetro do halo de inibi¢do (mm) dos extratos das folhas de Mansoa alliacea,
Pleonotoma jasminifolia e Solanum sessiliflorum contra leveduras teste.

Leveduras
C. albicans C. tropicalis T. beemeri T. beigelii

Extrato Média do diametro do halo (mm)

Hexano (M. alliacea) 11+10¢c 15+0,0b 22,3+0,57 a R
Hexano (P. jasminifolia) 10,6 £057¢c  13,3x057c 236057 a R
Hexano (S. sessiliflorum) 156+057b 143+0,57bc 23,3+0,57 a R
Acetato de Etila (M. alliacea) 10,8+0,28c 115+0,0de 0x0e R
Acetato de Etila (P. jasminifolia) 17+0,0b 13,6 +0,28 ¢ 17,6 £0,57 ¢ R
Acetato de Etila (S. sessiliflorum) 156+1,15b 16,3+0,57 a 195+0,57b R
Metanol (M. alliacea) 105+£050c 9x0,0f 14,3+0,57d R
Metanol (P. jasminifolia) 19,3+057a 10,3+£0/57e 15,3+0,57d R
Metanol (S. sessiliflorum) 156 £1,15b 11,6 +0,57d 0x0e R

(R) Resistente; teste de Tukey em compragdo das médias (confianca de 95%).

Neste estudo todos os extratos de M. alliacea foram ativos contra as espécies de
Candida. Dados opostos foram observados por Ribeiro (2008), ao avaliar extrato etanélico de
M. alliacea contra C. albicans. Outras pesquisas realizadas com M. alliacea e espécies de
Solanum mostraram que nesses vegetais ja foram identificados compostos bioativos,

respectivamente, como alcaldides, fenois, flavonoides e saponinas, compostos que estdo
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associados a diversas atividades bioldgicas, dentre elas a atividade antimicrobiana. Todavia,
ao serem realizados analises para determinar atividade antimicrobiana com extrato aquoso de
S. sessiliflorum, os resultados contra microrganismos testes, incluindo C. albicans foi
negativo (Gongalvez et al., 2013; Kaunda; Zhang, 2019; Markam et al., 2018; Sudirga;
Ginantra; Darmayasa, 2019; Melo et al., 2021).

Para elucidar as diferencas entre os resultados dessas pesquisas com dados disponiveis
na literatura, varios sdo os fatores que influenciam no bioprocesso para identificacdo de
compostos bioativos de origem vegetal, como 0 método de extracdo, o solvente, as espécies
de microrganismos e a estrutura da planta utilizada para extracdo dos biocompostos. Sendo
assim, ndo ha como estabelecer uma comparacgéo direta entre eles. Além disso, as condi¢Bes
climaticas e do solo podem ter influéncia na producdo dos biocompostos de cada espécie
vegetal (Lopes, 2016).

A literatura acerca das atividades bioldgicas das trés espécies vegetais analisadas neste
estudo ainda continua escassa, principalmente referente a espécie P. jasminifolia. Neste
contexto, ndo foi encontrado registro cientifico revelando a atividade antifungica dessas
espécies vegetais contra leveduras do género Trichosporon, portanto, os dados obtidos neste

estudo sdo inéditos.

3.3 Concentracdo minima inibitéria (CMI)

Os resultados da determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI), dos extratos
de atividades com valores significativos estdo apresentados na tabela 2. Nessas analises foram
avaliados extratos hexanicos de M. alliacea, P. jasminifolia e S. sessiliflorum contra T.
beemeri (tabela 2). Em conformidade com os critérios propostos por Holetz et al. (2002),
extratos que apresentem CMI abaixo de 100 pg/mL séo de boa atividade; 100 a 500 pg/mL
sdo moderados e; entre 500 a 1000 pg/mL séo fracos. Ja os valores acima de 1000 pg/mL séo
inativos. Portanto, tratando-se do extrato hexanico de cipé-cacheado, cubiu e cip6-alho, a

CMI desses produtos tem a seguinte classificacao (tabela 2).

Tabela 2. Concentragdo minima inibitoria (CMI) dos extratos hexanicos de Mansoa alliacea, Pleonotoma
jasminifolia e Solanum sessiliflorum contra Trichosporon beemeri.

Extrato organico CMI (ug/mL) Classificacdo

(Holetz et al. (2002)

Hexano (M. alliacea) 3125 Moderada
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Hexano (P. jasminifolia) 625 Fraca

Hexano (S. sessiliflorum) 156,25 Moderada

3.4 Bioautografia

A analise bioautografica foi realizada com os extratos hexanicos de M. alliacea, P.
jasminifolia e S. sessiliflorum contra T. beemeri, por apresentarem os maiores halos de
inibicdo nos testes de difusdo em &gar por poco. Observou-se formacgédo de halo de inibicéo
em torno das bandas cromatograficas com Rf (fator de retencdo) variando entre 0,6 a 0,93
(Tabela 3).

Tabela 3. Bioautografia dos extratos hexanicos de Mansoa alliacea, Pleonotoma jasminifolia e Solanum
sessiliflorum contra Trichosporon beemeri.

Extrato orgénico Rf do halo de inibic&o

0,93

Hexano (M. alliacea)
0,63
0,88

Hexano (P. jasminifolia)
0,61
0,93

Hexano (S. sessiliflorum)
0,6

Rf (fator de retencdo).

Os reagentes Dragendorff, anisaldeido sulfdrico e NP-PEG revelaram a presencga de
classes quimicas como alcaldides, terpenos, flavondides, respectivamente (figuras 1). A
presenca dessas classes de compostos é comumente encontrada em estudos fitoquimicos com
espécies de Mansoa e Solanum (Azulay et al., 2011; Pires et al., 2016; Oliveira et al., 2020;
Sousa; Abreu, 2023).



48

Figura 1 — Extrato hexanico de (A) P. jasminifolia; (B) S. sessiliflorum e (C) M. alliacea. (I) UV 264 nm;

(11) anisaldeido sulfarico; (111) Dragendorff; (V) NP-PEG/UV 365 nm; (V) bioautografia.
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Fonte: Os autores (2023).

4 CONCLUSAO

O presente estudo comprovou a eficiéncia do método de extragdo utilizado para

obtencdo de compostos organicos das folhas de Mansoa alliacea, Pleonotoma jasminifolia,

Solanum sessiliflorum e respectivo potencial antifungico dos extratos organicos contra

leveduras patogénicas testadas, exceto T. beigelii. Os extratos hexanicos das trés espécies

vegetais apresentaram maior espectro de acdo inibitdria, sendo T. beemeri a levedura mais

sensivel a acdo dos biocompostos extraidos em hexano.

Os dados referentes a CMI mostraram que 0 extrato hexanico de P. jasminifolia

expressou atividade antifungica fraca, enquanto os extratos hexanicos de S. sessiliflorum e M.
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alliacea a atividade foi moderada contra T. beemeri. A andlise por bioautografia evidenciou
que os extratos hexanicos apresentam compostos bioativos com atividade anti-levedura,
observou-se ainda a existéncia de classes quimicas como alcaloides, terpenos e flavondides.
Os resultados indicam que estes extratos sdo fonte de biocompostos com acgao anti-
levedura, contudo andlises adicionais devem ser realizadas para viabilizar aplicacéo industrial

desses biocompostos.
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