AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIFUNQI CA DOS FRUTOS VERDES E
MADUROS DE Solanum lycocarpum FRENTE A Candida albicans e Candida krusei

Melissa Grazielle Morais *

Vinicius Roberto Corgosinho 2- Kelly Cristina Teixeira Silva 2
Thiago da Costa Almeida 2-Niege Resende Nunes 2
Joice de Freitas Fonseca 3
Wilson Rodrigues Braz *

Kessia de Oliveira Silva®
Paula Avelar Amado ©
Marlon Mendes de Oliveira’

Luciana Alves Rodrigues dos Santos Lima®

RESUMO: A espécie Solanum lycocarpum é usada na medicina popular e possui atividade antibacteriana descrita
na literatura. O objetivo do estudo foi avaliar a atividade antifingica dos frutos de S. lycocarpum frente a Candida
albicans (ATCC 18804) e Candida krusei (ATCC 20298). Os frutos maduros e verdes foram coletados, extraidos
em Sohxlet, obtendo-se o extrato etéreo dos frutos verdes e o extrato etéreo dos frutos maduros, que assim como
o antiflingico cetoconazol, a combinacdo (extratos e cetoconazol) foram testados em concentragdes entre 15-2000
[lg/mL e determinada a Concentracdo Inibitéria Minima e a Concentracdo Fungicida Minima. A combinacédo do
extrato etéreo dos frutos verdes e cetoconazol e do extrato etéreo dos frutos maduros e cetoconazol exibiram
atividade antifiingica frente as duas espécies de Candida, principalmente frente a C. albicans, destacando o efeito
sinérgico entre o extrato etéreo dos frutos maduros e cetoconazol (CIM e CFM de 15 [1g/mL). Os resultados
demonstram a acdo antiflngica para os frutos verdes e maduros de S. lycocarpum.

Palavras chave: Candida; Extrato Etéreo; Lobeira.

EVALUATION OF THE ANTIFUNGAL ACTIVITY OF RIPE AND UNRIPE FRUITS
OF Solanum lycocarpum AGAINST Candida albicans AND Candida krusei

ABSTRACT: The Solanum lycocarpum species is used in folk medicine and has antibacterial activity described
in the literature. The objective of the study was to evaluate the antifungal activity of fruits of S. lycocarpum against
Candida albicans (ATCC 18804) and Candida krusei (ATCC 20298). The ripe and green fruits were collected,
extracted in Sohxlet, obtaining the ethereal extract of the green fruits and the ethereal extract of the ripe fruits that
just like the antifungal ketoconazole, the combination (extracts and ketoconazole) were tested in concentrations
between 15-2000 ug/mL and determined the Minimum Inhibitory Concentration and the Minimum Fungicidal
Concentration. The combination of the ethereal extract of green fruits and ketoconazole and the ethereal extract of
ripe fruits and ketoconazole, exhibited antifungal activity against the two species of Candida, mainly against C.
albicans, highlighting the synergistic effect bet ether extract of ripe fruits and ketoconazole (MIC and CFM of 15
ug/mL). The results demonstrate the antifungal action for the green and ripe fruits of S. lycocarpum.

Keywords: Candida; Ether Extract; Lobeira
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INTRODUCAO

A candidiase € uma infec¢do oportunista, que pode se desenvolver tanto no trato vaginal
como oral e, em alguns casos, progredir para a forma sistémica, sendo causada por fungos do
género Candida, sendo as mais comuns C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis e
C. glabrata (PEIXOTO & ROCHA, 2014).

O fungo Candida coloniza vérias partes do organismo, podendo ou ndo apresentar
viruléncia SOUZA et al. (2018), sendo encontrado na mucosa bucal, gastrointestinal, urogenital
e na superficie da pele (NAVES et al., 2013).

A candidiase oral é popularmente conhecida como sapinho, as principais espécies
causadoras sdo C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. albicans. Esta forma
clinica também ocorre em pessoas que fazem a utilizacdo de prétese dentaria, sendo
denominada também como estomatite, candidiase atrofica, tendo maior prevaléncia em
pacientes com a imunidade comprometida. Os biofilmes produzidos por Candida, estdo
associados a infeccdo, bem como a resisténcia fungica ao sistema imunolégico do hospedeiro
(CUNHA et al., 2015).

As espécies do género Candida (C. albicans e C. krusei) apresentam grande prevaléncia
na populacdo e no ambiente hospitalar. Candida possui o agravante de apresentar resisténcia
aos principais antifungicos utilizados no tratamento das infeccbes, tendo como principais
mecanismos de resisténcias, a expressao da bomba de efluxo, reducéo da afinidade de interagéo
do alvo farmacologico ao antifingico, producdo de biofilmes, mutacbes e recombinacdes
genéticas (VIEIRA & SANTOS, 2017; PFALLER et al., 2008). Neste contexto, é importante a
busca por novos antifingicos, especialmente de origem natural.

A espécie Solanum lycocarpum, pertencente a familia Solanaceae, € um arbusto
encontrado em vegetacdes do cerrado, sendo popularmente conhecida como lobeira, fruto-do-
lobo ou fruto-da-lobeira. O fruto, quando verde, apresenta polpa com consisténcia firme e
esbranquicada, j& quando maduro, esta passa a ter uma coloracdo amarelada, se torna macia e
com odor aromatico (MUNARI et al., 2012). Os frutos sdo utilizados em receitas tradicionais
(geleias) e na medicina popular para o tratamento de diversas doencas, como diabetes melitus,
obesidade, asma (MORAIS et al., 2014).

Em estudos anteriores, a espécie S. lycocarpum exibiu acdo antibacteriana com 0s
extratos etéreos obtidos a partir dos frutos verdes e maduros, frente as bactérias Gram positivas
Listeria monocytogenes e Streptococcus agalactiae (SANTOS et al., 2018). Outro estudo
mostrou que o extrato etandlico e as fragdes obtidas dos frutos maduros exibiram atividade
antibacteriana, especialmente frente a L. monocytogenes e Staphylococcus aureus meticilina
resistente (MRSA) (MORAIS et al., 2014).

Tendo em vista a importancia clinica da candidiase e a resisténcia das espécies de
Candida aos antifingicos, assim como a atividade antimicrobiana de S. lycocarpum, o objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade antifingica dos extratos etéreos obtidos a partir dos frutos
verdes e maduros de S. lycocarpum frente as espécies fungicas C. albicans e C. krusei.

MATERIAL E METODO
Coleta e identificacdo botanica do material vegetal
Os frutos verdes e maduros de S. lycocarpum A. ST. HIL, familia Solanaceae, nome

popular lobeira, foram coletados em agosto de 2011, no municipio de Sdo Sebastido do Oeste,
situado no Centro-oeste do Estado de Minas Gerais, 20°14'38.96"S de latitude e longitude
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45°2'14.38"W GRW, conforme comprovante de registro n° 30006, em 12/07/2011 para coleta
de material boténico, efetuado junto ao Sistema de Informacgédo a Biodiversidade (SISBIO). O
material foi identificado pelo Dr. Alexandre Salino e uma exsicata (BHCB 159397) foi
depositada no Herbario do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil. Este trabalho possui autorizacdo de acesso ao patrimbnio genético (n°
010655/2011-5/CNPg/CGEN/MMA) e estd cadastrado na Plataforma SisGen (Cadastro
AEF6C95), de acordo com a Lei Brasileira de Biodiversidade (13.123/2015).

Obtencao dos extratos etéreos dos frutos verdes e maduros de Solanum lycocarpum

Os frutos foram picados com as cascas e as sementes, secados em estufa a temperatura
controlada de 40 °C, por um periodo de seis dias e triturados obtendo-se o material vegetal em
po6. Os pos dos frutos verdes e maduros foram submetidos a extracdo em aparelho Sohxlet,
utilizando o solvente éter de petréleo, por um periodo de 6 horas. Posteriormente, o solvente
foi evaporado em evaporador rotatorio e os extratos liofilizados, obtendo-se os extratos etéreos
(EE) dos frutos verdes e dos maduros (SILVA et al., 2015).

Avaliacdo da atividade antifungica
Preparacao das dilui¢bes

Foram obtidas as dilui¢bes para os extratos etéreos dos frutos verdes (EEFV) e dos frutos
maduros (EEFM), do antifingico cetoconazol, das combinagdes (EEFV e EEFM com o
cetoconazol) nas concentracGes de 2000, 1000, 500, 250, 125, 62, 31 e 15 pg/mL para os testes
microbioldgicos. Para as diluices seriadas foi utilizada solucéo de dimetilsulfoxido (DMSO)
e agua destilada (1:4 v/v).

Fungos e culturas microbioldgicas

Para a realizacdo dos testes foram utilizadas as espécies C. albicans (ATCC 18804) e
C. krusei (ATCC 20298). Para as culturas microbioldgicas foram utilizadas estrias compostas
dos fungos em superficie de agar Sabouraud e incubadas em estufa a 37 °C, por 48 horas, de
acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).

Determinacéo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) por micro diluicdo em caldo
Preparacao do indculo

Os inoculo das espécies fungicas utilizadas no estudo, foram padronizadas conforme
documento M07-A9 (CLSI, 2012). As colbnias isoladas foram cultivadas por 48 horas em agar
Sabouraud (Himedia, India) e a suspenséo foi preparada em solucao salina (NaCl 0,85%), com
a densidade ajustada para 0,5 na escala de McFarland (correspondendo a 1,5 x 108 UFC/mL).
Em seguida, um volume de 50 uL da suspenséo de células foi transferido para 10 mL de caldo
Sabouraud, obtendo-se o in6culo (CLSI, 2012).

Determinacédo da concentracao inibitéria minima (CIM)

As amostras foram submetidas ao método de microdiluicdo em caldo, utilizando-se
placas de fundo chato de 96 pogos, conforme metodologia descrita no CLSI (2012), com
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algumas modificagbes. A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi considerada a menor
concentracdo da amostra capaz de inibir 80%, ou mais, do crescimento do microrganismo.
Foram utilizados no teste: o controle negativo (DMSO 2%), o controle de crescimento do fungo
(indculo) e as amostras EEFV, EEFM, antiflngico cetoconazol, combinagdes (cetoconazol +
EEFV e cetoconazol+ EEFM) nas concentragdes de 2000, 1000, 500, 250, 125, 62, 31 e 15 (g
/mL, em triplicata (CLSI, 2012).

As placas foram incubadas a 37 °C, por 48 horas, para promover o crescimento dos
fungos. A anélise dos resultados foi feita macroscopicamente, verificando a presenca ou a
auséncia de turvacdo no meio, sendo realizada a comparacéo das diluicdes referentes aos
extratos, as combinacgdes e o antifungico em relacdo ao controle negativo e ao controle de
crescimento. A inibicdo do crescimento foi determinada a partir da auséncia de turvacao, sendo
determinada a Concentracao Inibitéria Minima (CLSI, 2012).

Determinacéo da concentracgdo fungicida minima (CFM)

As amostras que obtiveram resultados satisfatorios nos testes de CIM, foram submetidas
ao método quantitativo de microdiluicdo em agar, para determinacdo da CFM. Apds verificar a
auséncia de turvagdo, 25 [JL das diluigdes que inibirem o crescimento fingico, foram pipetados
e transferidos para a placa de petri, contendo &gar Sabouraud e, realizado o plagueamento,
utilizando-se al¢a de Drigalski. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa a 37 °C,
durante 48 horas. A CFM foi considerada a menor concentracdo da amostra capaz de causar a
morte do fungo e, consequentemente, impedir o crescimento visivel (CLSI, 2012). O teste foi
realizado em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Os extratos etéreos dos frutos verdes e maduros de S. lycocarpum e o antiflngico
cetoconazol, apresentaram CIM superior a 2000 pg/mL frente as espécies fungicas C. albicans
e C. krusei. A combinacéo entre o extrato etéreo dos frutos verdes e o cetoconazol, apresentaram
CIM de 500 pg/mL para a C. albicans e 1000 pug/mL para a C. krusei. E o sinergismo entre o
extrato etéreo dos frutos maduros e o antifingico apresentaram CIM de 15 pg/mL para a C.
albicans e superior a 2000 pg/mL para a C. krusei (TABELA 1).

Concentracao Fungicida Minima (CFM)

Os extratos etéreos dos frutos verdes e maduros de S. lycocarpum e o antiflngico
cetoconazol apresentaram CFM superior a 2000 pg/mL frente a C. albicans e C. krusei. A
combinacdo entre o extrato etéreo dos frutos verdes e o antifingico apresentaram CFM de 500
pg/mL para a C. albicans e 1000 pg/mL para a C. krusei. E o sinergismo entre o extrato etéreo
dos frutos maduros e o antifungico apresentaram CFM de 15 pg/mL para a C. albicans e
superior a 2000 pg/mL para a C. krusei (TABELA 1).

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com dados da literatura, que relata o
potencial antifungico para o género Solanum, frente as espécies fangicas de importancia clinica.
ANSELMO & LIMA (2014) mostram que o extrato etandlico obtido a partir das folhas de S.
jamaicense apresentou acao fungicida frente a C. albicans, atribuida a presenca de alcaloides,
glicosideos cardiotbnicos, sapogeninas, flavonoides e glicoalcaloides. SANTOS & LIMA
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(2013) mostraram a acdo fungicida para o extrato etandlico obtido a partir das folhas de S.
acanthodes frente a C. albicans.

Também j& foram relatadas atividade antifungica para as folhas de S. lycocarpum
demonstrada nos testes microdiluicdo em caldo e difusdo em agar para as espécies de Candida:
C. albicans, C. parapisilosise C. luzitania, com baixa citotoxidade para as células
monomielocitica humanas THP-1 (GELLEN et al., 2018). Também estudos mostram acdo
antifungica para os frutos desta espécie, COSTA et al. (2012) relatam que o0 extrato alcaloidico,
amostras em combinagdo com diferentes percentuais dos alcaloides solasonina e solamargina;
assim como estes alcaloides isolados, obtidos a partir dos frutos de S. lycocarpum exibiram
acdo antifingica frente aos fungos dermatéfitos Trichopyton rubrum, T. mentagrophytes,
Microsporum canis e M. gypseum, assim como para as espécies pertencentes ao género
Candida, C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis, com Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) e Concentra¢des Fungicidas Minimas (CFM) entre 62,5 a 250 ug/mL

Tabela 1. Concentra¢do Inibitoria Minima (CIM em Og/mL) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM em
ug/mL.) valores obtidos a partir do extrato etéreo dos frutos verdes, extrato etéreo dos frutos maduros,
cetoconazol e combinagéo.

Espécies de Fungos

Ameostras C. albicans C. krusei
CIM CFM CIM CFM
EEFV = 2000 = 2000 = 2000 = 2000
EEFM = 2000 = 2000 = 2000 = 2000
Cetoconazol = 2000 = 2000 = 2000 = 2000
EEFV + cetoc. 500 500 1000 1000
EEFM + getoc. 15 15 =2000 = 2000

CIM = Concentragéo Inibitéria Minima

CFM = Concentracao Fungicida Minima

EEFV = Extrato etéreo do fruto verde

EEFM= Extrato etereo do fruto maduro

EEFM + Cetoc. = Extrato etereo do fruto maduro + Cetoconazol
EEFV + Cetoc. = Extrato etéreo do fruto verde + Cetoconazol

Estudo anterior mostrou a composicdo dos extratos etéreos por Cromatografia Gasosa
(CG), com a presenca dos acidos graxos oleico (26,9%) e palmitico (41,5%) como compostos
majoritarios no extrato etéreo dos frutos maduros de S. lycocarpum, e presenca de acido
linoleico (75,5%) nos frutos verdes (SILVA et al.,, 2015). Estes acidos graxos possuem
propriedade antifungica, pois estudos conduzidos por LEITE et al. (2009) mostram que 0
extrato hexanico obtido a partir das sementes do abacate (Persea americana), exibiu acédo
antifangica frente a C. parapsilosis, C. tropicalis, C. albicans, C. krusei, Cryptococcus
neoformans e Malassezia pachydermatis, estando esse efeito em parte correlacionado aos
acidos palmitico, linoleico e oleico identificados.

A utilizacdo de compostos naturais agindo em combinagdo com outros compostos, tanto
de origem sintética quanto natural, podem promover melhores resultados em relacdo a acéao
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antimicrobiana, representando uma alternativa na busca de novas drogas antimicrobianas
(VUUREN & VILJOEN, 2011).

Os resultados obtidos neste estudo agregam informacdes cientificas relevantes para o
género Solanum, uma vez que mostrou potencial antifingico para os frutos verdes e maduros
de S. lycocarpum em combinagdo com o cetoconazol.

CONCLUSOES

Os extratos etéreos obtidos a partir dos frutos verdes e maduros de S. lycocarpum em
combinagdo com o antifingico cetoconazol, demonstraram consideravel atividade antifingica,
frente as espécies do género Candida, principalmente os frutos maduros e o cetoconazol frente
a C. albicans. Os resultados mostram que a acdo antifungica dos frutos de S. lycocarpum,
representam uma relevante base cientifica para futuras pesquisas cientificas que possam ser
desenvolvidas para a identificacdo e isolamento de substancias bioativas com propriedades
antifungicas e a elucidacdo dos mecanismos de acoes.
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