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RESUMO: Candidiase é uma infeccdo fungica oportunista cuja prevaléncia no mundo é de 6,9
casos por 1000 pacientes. O aumento na utilizagcdo de drogas antifungicas, nos ultimos anos,
tem causado resisténcia aos medicamentos disponiveis para o tratamento. O objetivo deste
estudo foi investigar a atividade antifungica de Sideroxylon obtusifolium em estirpes associa-
das a candidiase. Os testes in vitro foram realizados com o extrato bruto e fracdes organicas
contra estirpes de Candida albicans (URM 4385), Candida glabrata (URM 4264) e Candida tro-
picalis (URM 4262), gentilmente cedidas pela Micoteca da Universidade Federal de Pernambu-
co (UFPE), através do ensaio de difusdo em agar com poco e determinacdo da concentracdo i-
nibitéria minima (CIM). O extrato etandlico e a fragdo metandlica das folhas S. obtusifolium
apresentaram potencial antifungico, com didmetro dos halos de inibicdo variando entre 24,5-
19,5 mm e 25,0-18,0mm, respectivamente, valores semelhantes a droga padrao itraconozol.
Os melhores resultados de CIM foram registrados para o extrato etandlico das folhas de S. ob-
tusifolium na concentragdo de 200 pug/mL, com valores de CIM variando de 0,32 a 0,16 mg/mL.
Estudo quimico para a extracdo e o isolamento dos compostos ativos é recomendado para en-
saios in vitro destes compostos para investigar a sua atividade antifungica.

Palavras-chaves: Sideroxylon obtusifolium. Candidiase. Atividade antifingica.

Antifungal activity of Sideroxylon obtusifolium against different species of Candida sp.
ABSTRACT: Candidiasis is the most common and important opportunistic fungal infection with
prevalence in the world is 6.9 cases per 1000 patients. The increase use of antifungal drugs in
recent years, it has caused drug resistance available for the treatment. The aim of this study
was investigate the antifungal activity of Sideroxylon obtusifolium against strains associated
candidiasis. In vitro tests were conducted with crude extract and fractions organics against s-
trains of Candida albicans (URM 4385), Candida glabrata (URM 4264) e Candida tropicalis
(URM 4262), a courtesy of Federal University of Pernambuco (UFPE), through in agar-well dif-
fusion assay and minimal inhibitory concentration (MIC). The extract ethanolic and fraction or-
ganic methanolic were the most active, with diameter of inhibition zones ranging between
24.5-19.5 mm and 25.0-18.0mm, respectively, values similar to the standard drug itraconozole.
The best values of MIC were to extract ethanolic in 200 ug/mL with values varied from 0.32 to
0.16 mg/mL. Chemical study to extraction and isolation of actives compounds is recommended
to in vitro assays these compounds to investigate the antimicrobial activity
Keywords: Sideroxylon obtusifolium. Candidiasis. Antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

As espécies pertencentes ao género Can-
dida sao classificadas como fungos patogé-
nicos e estao associadas a uma variedade
de infecgdes, desde superficiais até as inva-
sivas, que se manifestam em diferentes re-
gides anatdmicas na espécie humana
(WONG et al. 2014).

Atualmente a frequéncia de infecgdes
por Candida tem aumentado substancial-
mente, principalmente em virtude do au-
mento da populacao de risco, que inclui
pacientes transplantados, pacientes com
cancer e pacientes em terapia imunossu-
pressora (SANGUINETTI; POSTERANO; LASS-
FLORL, 2015). De acordo com Kent et al.
(2011) a prevaléncia de candidemia no
mundo é de 6,9 casos por 1000 pacientes, e
a espécie Candida albicans é relatada como
a principal espécie associada as infecgdes,
com prevaléncia em 50-70% dos casos (A-
RENDRUP, 2010).

Segundo Pfaller, Diekema e Gibbs (2010),
outras espécies de importancia clinica, co-
mo Candida glabrata, Candida tropicalis,
Candida parapsilosis e Candida krusei estao
associadas a cerca de 90% dos casos de
candidiases invasivas; enquanto, as espé-
cies Candida guilliermondii, Candida lusita-
niae, Candida kefyr, Candida famata, Can-
dida inconspicua, Candida rugosa, Candida
dubliniensis e Candida norvegensis, sao re-
latadas com menos frequéncia.

Em geral, para o tratamento da candidia-
se, é recomendado o uso do azol flucono-
zol, que atua como agente fungistatico com
ampla atividade, entretanto, ha registros de
que as espécies de Candida, isoladas apds o
tratamento com a droga, foram as mais re-
sistentes ao fluconozol (LORTHARY et al.,
2011).
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O desenvolvimento de resisténcia fungi-
ca as drogas disponiveis para o tratamento
de candidiase é crescente, isto em parte é
devido ao uso indiscriminado de agentes
antimicrobianos (MARTINS et al., 2015); e
em parte, a vantagem evolutiva dos micro-
organismos em diminuir os riscos existentes
para sua sobrevivéncia (FAUCI; MARSTON,
2014).

Assim, objetivando superar este proble-
ma, opcdes terapéuticas complementares
estdao sendo estudadas para reverter esse
cendrio de resisténcia apresentada pelos
fungos patogénicos (PIPI et al., 2015); para
isso, novas alternativas naturais e eficazes,
tais como, o uso de extratos de planta,
compostos naturais e semissintéticos, tém
sido amplamente investigados, com vistas
ao desenvolvimento de novos medicamen-
tos (MARTINS et al., 2015).

Em virtude da relevante busca por meios
terapéuticos alternativos para o tratamento
de candidiase, foi investigada a atividade
antifungica de Sideroxylon obtusifolium,
uma espécie vegetal pertencente a familia
Sapotaceae, conhecida popularmente como
quixabeira, cujos registros de atividades
bioldgicas incluem atividade anti-
inflamatdria e antinoceptiva (ARAUJO-NETO
et al., 2010); atividade antioxidante (LEITE
et al., 2015) e atividade antimicrobiana
frente a Enterococcus faecalis (COSTA et al.,
2010).

Embora tenham sido encontrados regis-
tros de atividade antimicrobiana para a es-
pécie S. obtusifolium, as informagdes sao
escassas, no que concerne a investigacao da
atividade antifungica, em especial para as
espécies associadas a candidiase. Por con-
seguinte, o objetivo deste trabalho foi in-
vestigar a atividade antifungica in vitro do
extrato bruto de folhas e fragdes organicas
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de Sideroxylon obtusifolium L. frente a dife-
rentes espécies de Candida.

2 MATERIAIS E METODOS

A espécie vegetal foi obtida junto a Esta-
¢do Experimental do Instituto Agropecuario
de Pernambuco (IPA), situada na cidade de
Vitéria de Santo Antdao, Pernambuco, em
margo de 2015. Diferentes partes vegetais
(folha, flor, fruto e talo) foram acondiciona-
das em sacos plasticos individuais e levadas
para confirmacdo e identificacdo da espécie
por profissionais de Botanica. Uma exsicata
foi depositada no Herbario do Instituto A-
gropecudrio de Pernambuco sob o n° I-
PA7541.

Para a obtencdo dos extratos, as folhas
foram secas a temperatura ambiente e mo-
idas com auxilio de um moinho. Seis quilos
do po6 foram misturados com etanol a uma
concentracdo de 70% (v/v) para obtencdo
do extrato etandlico das folhas (EEtOH). A
evaporacao do etanol foi realizada utilizan-
do um evaporador rotativo sob vacuo a 30
°C. Apds evaporacao do solvente, uma ali-
guota de 50 g de EEtOH foi suspensa na
mistura metanol: agua (1:1) e o residuo in-
soltuvel (11,5g) foi removido por filtracdo. A
solucdo hidroalcodlica foi particionada su-
cessivamente com hexano e acetato de etila
para produzir 3,1 g da fracdo organica he-
xanica (FrHex), 10,1 g da fracdo organica
acetato de etila (FrAcEOt) e 2,2 g da fracado
residual metanol: dgua (FrMeOH). Antes da
utilizacao nos ensaios de atividade antifun-
gica, o extrato etandlico e as fragdes orga-
nicas foram dissolvidos em dimetilsulféxido
a 0,01% (DMSO 0,01%) uma vez que este
nao interfere no desenvolvimento de micro-
organismos patogénicos (OSTROSKY et al.,
2008).
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Os micro-organismos C. albicans (URM
4385), C. glabrata (URM 4264) e C. tropica-
lis (URM 4262), usados nesta pesquisa, fo-
ram gentilmente cedidos pela Micoteca do
Departamento de Micologia da Universida-
de Federal de Pernambuco (UFPE).

Todos os micro-organismos foram man-
tidos em meio agar Sabouraud a uma tem-
peratura de 4 °C, até a sua utilizacdo nos
ensaios antifungicos. Quando selecionados
para os ensaios, 0s micro-organismos foram
inoculados, com auxilio de swab, em placas
de Petri contendo meio agar Sabouraud
dextrose e incubados a 37 °C por 24 horas
para crescimento dos mesmos. Em seguida
as suspensdes foram preparadas em solu-
¢do salina estéril (NaCl a 0,85%) e padroni-
zadas por comparacao com o tubo 1.0 da
escala de MacFarland, conforme metodolo-
gia descrita por Essama et al. (2015).

Inicialmente a atividade antifungica foi
determinada por meio do ensaio de difusao
em agar (técnica de pogco) como descrito
por Nenaah (2013). Em placas de Petri con-
tendo o meio 4gar Sabouraud dextrose as
espécies de Candida foram inoculadas, se-
paradamente, com o auxilio de um Swab,
em seguida quatro cavidades (6 mm de di-
ametro) foram feitas usando pipetas de
Pasteur estéreis. Os pogos foram saturados,
separadamente, com 20 plL de extrato bruto
e fracOes organicas em concentragdes vari-
ando de 400 a 100 pg/mL. As placas foram
incubadas a 28 °C por 48 horas. Os diame-
tros das zonas de inibicao foram medidos
com o auxilio de uma escala milimétrica. Os
testes foram realizados em duplicatas.

A determinacdo da Concentracao Inibité-
ria Minima (CIM) foi realizada pelo método
de microdiluicdo em placa de 96 pogos de
acordo com as normas do protocolo M27-
A2 do Clinical & Laboratory Standards Insti-
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tute (CLSI, 2010). As concentracdes do ex-
trato e das fragdes variaram de 400-100
ug/mL. (ESSAMA et al., 2015). Como contro-
les foram usados uma solug¢do contendo 20
uL de suspensao fungica e 80 plL de meio de
cultivo liquido (C1) e uma solugao contendo
20 pL de suspensao fungica, 70 uL de meio
de cultivo liquido e 10 pL do antifungico
itraconazol na concentracdo de 50 pg/pL
(C2), conforme descrito por Anthikat et al.
(2014). Em seguida, as placas foram incuba-
das em estufas a 37 °C por 24 horas. Apods
esse periodo foi realizada a leitura em es-
pectrofotdmetro a 595 nm. Os testes foram
realizados em triplicatas.

Os dados obtidos no ensaio de difusao
em agar por meio de poco (diametro de
inibicdo) foram expressos como mé-
diatdesvio padrdao (X+DP) e as médias fo-
ram analisadas estatisticamente wusando
analise de variancia (ANOVA) usando o
software BioEstat versao 5.0. As diferencas
foram consideradas significativas quando p
>0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mais promissores para ati-
vidade antifungica do extrato EEtOH e das
fracOes organicas de S. obtusifolium frente
a diferentes espécies de Candida spp. estao
registrados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Atividade antifingica do extrato etandlico e das
fragGes organicas de Sideroxylon obtusifolium frente a diferen-
tes espécies de Candida.

Table 1 — Antifungal activity of the ethanolic extract and the
organic fractions of Sideroxylon obtusifolium against different
Candida species.

Tratamentos Médias da Zona de Inibi¢do (X+DP)
C. albicans  C. glabrata C. tropicalis
EEtOH
400 pg/mL 24,0%1,0° 19,0+1,0° 24,5+1,0°
350 pg/mL 24,0%1,0° 19,0+0,5° 24,5+1,0°
300 pg/mL  20,0£0,5° 18,5+1,0° 20,00,5"
250 pg/mL 16,0+1,0° 13,0£1,0° 18,5+1,0°
200 pg/mL  16,01,0° 8,0£0,5° 13,010,5°
150 ug/mL  10,00,5° NA 7,5¢1,0°
100 pg/mL 2,0+1,0° NA 5,0+1,0°
FrHex

400 pg/mL  14,0£1,0° 10,0+1,0° 14,0+1,0°
350 pg/mL  15,01,0° 10,520,5° 14,0+1,0°
300 pg/mL  10,0%0,5° 10,5+1,0° 14,0+0,5"
250 pg/mL 12,0+1,0° 5,5+1,0° 12,0+1,0°
200 pg/mL 8,0+1,0° 1,520,5° 8,0+0,5°

150 pg/mL 8,0%0,5° NA NA

100 pg/mL NA NA NA

FrAcEOt
400 pg/mL  14,0£1,0° 10,0+1,0° 15,0+1,0°
350 pg/mL  14,0+1,0° 10,00,5° 15,00,5°
300 pg/mL  14,0%0,5° 10,021,0° 15,0+1,0°
250 pg/mL 13,0+1,0° 12,0+1,0° 11,041,0°
200 pg/mL  10,0+1,0° 11,5+0,5° 10,50,5°
150 ug/mL  10,0%0,5° 8,0+0,5° 5,0£0,5°
100 pg/mL 8,0+1,0° 4,5+1,0° 3,5+1,0°
FrMeOH

400 pg/mL 25,0+1,0° 18,5+1,0° 24,0+1,0°
350 pug/mL 25,0+1,0° 18,5+0,5° 24,0+1,0°
300 pg/mL 24,5+0,5° 18,0+1,0° 23,5+0,5°
250 pg/mL  12,0+1,0° 15,0£1,0° 19,5+1,0°
200 pg/mL  11,0£1,0° 13,510,5" 15,00,5°
150 pg/mL 8,0+0,5° 9,0+0,5° 10,5+1,0°
100 pg/mL 5,0+1,0° 9,0+0,5° 8,0+1,0°

c1 NA NA NA
(o7] 25,0+0,5° 19,5+0,5° 25,0+0,5°

NA = ndo ativo. Na mesma coluna, médias seguidas de letras
iguais ndo diferem estatisticamente em si (p <0,05). EBF (Extra-
to bruto da folha); FrHex (Fragdo Hexanica); FrAcEOt (Fragdo
Acetato); FrMeOH (Fragdo Metandlica); C1 (Controle 1: 20 pL
de suspensdo fungica + 80 uL de meio de cultivo liquido); C2
(Controle 2: 20 pL de suspensdo fungica + 70 pL de meio de
cultivo liquido + 10 uL do antifiingico itraconazol [50 pg/uL]).

No ranking mundial de infec¢Ges fungicas
associadas as doencas de base, as espécies
do género Candida estao classificadas como
a quarta maior causadoras de infecgdes e
com registros de altos indices de mortalida-
de por infec¢des nosocomiais, comparaveis
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com espécies bacterianas do género Pseu-
domonas spp. e superior a espécie bacteri-
ana Staphylococcus aureus (HIDRON et al.,
2008; WISPLINGHOFF et al., 2004).

De acordo com Ghannoum e Rice (1999),
o ultimo século testemunhou um aumento
significativo da prevaléncia de resisténcia a
agentes antifungicos que teve implicacdes
importantes de morbidade, mortalidade e
nos custos de cuidados de saude.

Neste contexto a busca por novos agen-
tes antimicrobianos tem aumentado subs-
tancialmente, e neste cenario as substan-
cias de origem natural ganham destaque,
em virtude do seu potencial terapéutico,
explorado e desvendado dia-a-dia, com efe-
tivas descobertas de novos compostos efi-
cazes na prevencao e tratamento de doen-
cas infecciosas.

Nesta pesquisa o extrato etandlico (EE-
tOH) das folhas de S. obtusifolium se apre-
sentou com potencial antifungico promissor
frente as espécies C. albicans, C. glabrata e
C. tropicalis no que concerne a inibigao do
crescimento, com valores entre 24,5 e 19,5
mm, do halo de inibicao. Dentre as fracdes
organicas testadas, a fracdo metandlica foi
a que apresentou os melhores resultados
para inibicdao do crescimento fungico, com
os valores do halo de inibicao variando en-
tre 25,0 e 18,0 mm. Esses valores obtidos
para inibicdo do crescimento das espécies
C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, pelo
extrato etandlico e pela fragao metandlica,
sao semelhantes ao controle do farmaco
padrao, utilizado para inibir o crescimento
fungico.

Os resultados obtidos neste trabalho re-
futam os obtidos por Costa et al. (2013) que
investigou a atividade antifungica dos extra-
tos brutos de casca de caule de S. obtusifo-
lium frente as espécies C. kruzei, C. albicans,
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C. glabrata e C. tropicalis e ndao registrou
inibicdo no crescimento. De acordo com
Maciel, Pinto e Vieira-Junior (2002), as plan-
tas contém inumeros constituintes e seus
extratos, quando testados, podem apresen-
tar diferentes principios ativos devido a
presenca de compostos de classes ou estru-
turas, que variam quanto a concentragdo e
guanto a localizagao no vegetal.

Kuete et al. (2006) e Ezuruike et al.
(2015), registraram atividade antifungica
significativa frente as espécies C. kruzei, C.
albicans, C. tropicalis dos extratos de Tri-
desmostenom omphalocarpoides e Pachys-
tela brevipes, espécies pertencentes a fami-
lia Sapotaceae. A quimiotaxonomia assegu-
ra que espécies pertencentes a um mesmo
género ou familia apresentam as mesmas
classes quimicas de substancias (MACIEL;
PINTO; VIEIRA-JUNIOR, 2002). Consideran-
do essa afirmativa, os resultados obtidos
nesse trabalho apontam uma potencial ati-
vidade antifungica do extrato etandlico das
folhas de S. obtusifolium, bem como da sua
fracdo metandlica, frente as espécies C.
kruzei, C. albicans, C. glabrata e C. tropica-
lis, uma vez que os dados obtidos estao
condizentes com aqueles registrados pelos
autores Kuete et al. (2006) e Ezuruike et al.
(2015).

De acordo com Michelin et al. (2005) a
concentracdo inibitéria minima (CIM) é a
menor concentracao capaz de inibir o cres-
cimento de micro-organismos. Os menores
resultados de CIM foram registrados para o
extrato etandlico das folhas de S. obtusifoli-
um na concentra¢do de 200 pg/mL, com
valores de CIM variando de 0,32 a 0,16
mg/mL para todas as espécies fungicas tes-
tadas (Tabela 2).

Os resultados obtidos estdo proximos
aos obtidos por Martins et al. (2015), que
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registraram valores de CIM iguais a 0,15
mg/mL em ensaios de atividade antimicro-
biana frente as espécies fungicas C. albi-
cans, C. glabrata e C. tropicalis, utilizando
plantas com indicacdo de uso medicinal.

Nao foram encontrados trabalhos que
apontem a menor concentragao de extrato
de S. obtusifolium necessario para inibir o
crescimento das espécies estudadas nesta
pesquisa, o que dificulta o confronto de da-
dos para esse parametro.

Tabela 2 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato
etandlico e das fragGes organicas de Sideroxylon obtusifolium
(200 pg/mL) frente a diferentes espécies de Candida.

Table — 2 Inhibitory Minimal Concentration (MIC) of the etha-
nolic extract and the organic fractions of Sideroxylon obtusifoli-
um (200 pg / mL) against different Candida species.

Cepa Tratamentos CIM (mg/mL)
EEtOH 0,16
FrHex NA
C. albicans (URM 4385) FrAcEOt NA
FrMeOH 0,40
Cl NA
Cc2 0,125
EEtOH 0,16
C. glabrata (URM 4264) FrHex NA
FrAcEOt NA
FrMeOH 0,40
C1 NA
C2 0,5
EEtOH 0,32
FrHex NA
C. tropicalis (URM 4262) FrAcEOt NA
FrMeOH 0,32
Cl NA
Cc2 0,5

NA = Ndo ativo. EBF (Extrato bruto da folha); FrHex (Fragdo
Hexanica); FrAcEOt (Fragdo Acetato); FrMeOH (Fragdo Metano-
lica); C1 (Controle 1: 20 uL de suspensdo fungica + 80 uL de
meio de cultivo liquido); C2 (Controle 2: 20 pL de suspensdo
fingica + 70 pL de meio de cultivo liquido + 10 pL do antifungi-
co itraconazol [50 pg/uL]).

4 CONCLUSAO

Por meio deste estudo foi possivel con-
cluir que o extrato etandlico e a fracdo or-
ganica metandlica das folhas de S. obtusifo-
lium apresentaram potencial antifungico
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promissor, frente as espécies fungicas C.
albicans, C. glabrata e C. tropicalis. Em vir-
tude dos resultados promissores, é sugesti-
vo o estudo quimico detalhado da espécie
S. obtusifolium para isolamento de substan-
cias quimicas; bem como, a utilizacdao des-
tas substancias em ensaio in vitro frente a
espécies de candidas acima citadas e outras
espécies fungicas associadas a candidiase.
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