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RESUMO

Através de observacbes 0 homem descobriu nas plantas alternativas viaveis para a
sua sobrevivéncia, desde seu uso como alimento, medicinal até sua a¢éo toxica. Com o
passar do tempo a pratica etnobotanica passou a ser alvo em estudos cientificos na
profilaxia e tratamento em diferentes condi¢des clinica, principalmente, como
ferramenta na luta contra a resisténcia microbiana. Este de fato representa um grande
desafio para a saude publica. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo
verificar a atividade antifingica do extrato metanolico dos cladodios de C. jamacaru
frente a sete cepas de Candida albicans de origem vaginal selecionadas pela resisténcia
apresentadas aos antifungicos de Itraconazol e Fluconazol. Os testes foram realizados
em Concentragdo Inibitéria Minima, CIM e Concentracdo Fungicida Minima, CFM,
usando a técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI-M27A2). Visto também a

fitoquimica do extrato do cacto. O extrato mostrou efeito fungistatico na concentragao



minima de 1,562 mg/mL em 100% das cepas e fungicida nas concentracdes de 6,25
mg/mL em 100% e 3,125 mg/mL em 28,5% das cepas. Os resultados da anélise
cromatografica indicaram a presenca de flavonoides e taninos hidrolisaveis na planta.
Concluiu-se que a acdo demonstrada pelo extrato de C. jamacaru frente as cepas de C.
albicans foi relevante, principalmente quando se considera a baixa toxicidade

encontrada na literatura e a perspectiva de sua utilizacéo via oral.

Palavras-chave: Cereus jamacaru, Candida albicans, Antimicrobiano.

ABSTRACT

Through observations of man discovered in plants viable alternatives for their
survival, since its use as food, medicine until its toxic action. Over time the practice
became a target ethnobotany in scientific studies on prophylaxis and treatment in
different clinical conditions, mainly as a tool in the fight against antimicrobial
resistance. This in fact represents a major challenge for public health. Therefore, this
study aimed to evaluate the antifungal activity of the methanol extract of cladodes of C.
jamacaru against seven strains of Candida albicans vaginal source selected by the
resistance presented to the antifungal itraconazole and fluconazole. The tests were
performed in minimal inhibitory concentration, MIC and Minimum Fungicidal
Concentration, CFM, using broth microdilution (CLSI-M27A2). Also seen the
phytochemical extract cactus. The extract showed fungistatic effects at a minimum
concentration of 1.562 mg / ml in 100% of strains and fungicidal concentrations of 6.25
mg / ml to 100% and 3.125 mg / mL in 28.5% of the strains. The results of the
chromatographic analysis indicated the presence of hydrolysable tannins and
flavonoids in the plant. It was concluded that the action demonstrated by the extract of
C. jamacaru against the strains of C. albicans was relevant, especially when considering

the low toxicity found in the literature and the prospect of its use orally.
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INTRODUCAO

As plantas s&o utilizadas tradicionalmente na profilaxia e tratamento de
diferentes condic¢fes clinicas, seja como remédios artesanais ou na forma de
fitoterapicos. Na literatura, o uso popular e o uso cientifico consagraram as atividades
antiinflamatdria, antiulcerogénica, anti-helmitica, entre outras propriedades medicinais,
mas, principalmente, como ferramenta na luta contra a resisténcia antimicrobiana * 2.

De fato, a resisténcia antimicrobiana frente aos antibidticos, representa um
desafio para a Saude Publica e para a Industria Farmacéutica. As mutacGes e adaptacdes
destes microrganismos aos medicamentos € um problema antigo e decorre,
principalmente, do uso indiscriminado de antimicrobianos e da ma higienizacdo dos
hospitais™.

Em decorréncia do aumento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos atuais,
nos ultimos anos a busca por novas substancias ativas encontrou nas plantas grande
impulso. Esse direcionamento de pesquisas tem como fonte principal a utilizacdo
popular tradicional de algumas espécies as quais se atribui propriedade anti-
inflamatéria, principalmente nas regides mais afastadas dos grandes centros urbanos®.
Nesse rumo chega-se ao sertdo do Estado, onde a vegetacdo como que se preparando
para enfrentar dificeis situacGes climaticas, utiliza-se, muitas vezes, da producdo de
metabolitos secundarios, necessarios a sua sobrevivéncia.

A Regido da Caatinga, situada no semiarido do Estado de Pernambuco, é
considerada um ecossistema exclusivamente brasileiro, ocupando aproximadamente
734.000 Km? da regido nordeste. E caracterizada por vegetacio xeréfita, com folhas
deciduas, em que a producdo, inclusive de flores, esta na dependéncia das chuvas. Esta,
porém, se apresenta bastante desigual, em termos de volume e distribuicdo durante o
ano segundo Aradijo et al. (2007)°. Entre as plantas predominantes desta regido destaca-
se 0 cacto Cereus jamacaru DC, conhecida popularmente como jamacaru, mandacaru,
ou mandacaru-de-boi, ente outros nomes, pertencente a familia Cactaceae e simbolo do
sertdo nordestino. O mandacaru é utilizado como planta ornamental, medicinal e,
principalmente, forrageira, pela sua grande capacidade de armazenar agua em periodos
de seca™ %3,

Trata-se de uma planta cujo porte pode atingir 10 metros de altura, com tronco
principal multi-ramificado, hastes ou cladddios longos, de quatro a seis costelas, de



apices obtusos, separados por sulcos profundos, com espinhos em toda a sua extensao.
Tem frutos vermelhos e suculentos, flores brancas e grandes, que se abrem durante a
noite, geralmente em épocas chuvosas, segundo Oliveira (2007)°.

E considerada uma planta que pode induzir ao aborto. E usada como medicinal
pela populacdo nordestina para varias enfermidades tais como afeccbes renais e do
aparelho respiratério, como tosses e bronquites. Em uso externo é empregado como
cicatrizante e anti-inflamatdrio contra Ulceras de pele, dentre outras indicaces.

Na planta C. jamacaru foram encontrados alcaloides, esteroides, segundo Davet
(2005) e em pequena quantidade, taninos e flavonoides, conforme relatou Aradjo
(2008)* *; para estes Gltimos foram demonstradas por Zuanazzi & Montanha (2004) e
Santos & Mello (2004) atividades terapéuticas antiflngica, antioxidante e anti-
inflamatéria® .

Poucos estudos foram encontrados, principalmente envolvendo como parte
utilizada da planta os cladddios. Boa parte deles estd direcionada ao uso
etnofarmacoldgico, junto com outras plantas da catinga. Messias (2010) e, mais tarde
Medeiros (2011) comprovaram a auséncia de toxidade sub-aguda dos ramos da planta,
através do uso oral em ratos com extrato dos metanolico e etandlico, além de confirmar
a presenca de alguns metabolitos ja citados® ®. Na Africa do Sul a planta era usada
efetivamente por um fazendeiro contra helmintos, testemunho que serviu como pauta
para a sua comprovacdo por Vatta et al. (2011)°. Lembrando que ela é usada além da
medicina popular, como forrageira para animais em épocas de estiagem, informacoes
essas que ddo confiabilidade ao uso seguro. Ainda Davet (2008) e Silva (2012)
verificaram atividade antimicrobiana do extrato contra algumas bactérias patogénicas,
dentre elas a Escherichia coli.

Candida albicans, € um fungo unicelular, agente infecioso e oportunista que faz
parte da microbiota normal da pele, mucosas e no trato digestivo acomete cerca de 80%
da populacdo. Ainda pode causar variadas manifestacdes clinicas incluidas as Doencas
Sexualmente Transmissiveis. A espécie C. albicans, costuma ser patdgena quando ha
um desequilibrio no balan¢co normal da microbiota ou quando o sistema imune do
hospedeiro encontra-se comprometido, favorecendo a sua proliferacdo exacerbada.
Cerca de 40% das mulheres sofrem com candidiase vulvovaginal, que corresponde a
80% das infeccdes fangicas documentadas em hospitais com poucas opcbes de
tratamentos farmacoldgicos. Para esta patologia encontram-se apenas disponiveis 0s

farmacos azois (fluconazol e intraconazol) e, para alguns casos mais especificos, a



anfotericina B. J& para tratamento topico os farmacos existentes sdo a nistatina e dois
outros farmacos do grupo dos azois, o clotrimazol e 0 miconazol. Fontinha (2010) relata
casos de resisténcia aos triazois detectados em pacientes que fazem uso prolongado
desse medicamento, porém pouco se fala sobre resisténcia com a anfotericina B'% 8.

Segundo Aradujo et al. (2012) no Teste de Difusdo em Disco, 0 extrato etandlico
de Cereus jamacaru apresentou maior atividade antifangica frente a C. albicans, em
relacdo aos dois outros micro-organismos testados, S. aureus e E. coli. Fato este
relevante, pois a referida atividade € escassa em artigos cientificos.

Desta forma, a grande incidéncia de C. albicans, principalmente em mulheres, e
sua frequente resisténcia aos tratamentos disponiveis, despertaram para a execucao
deste trabalho, cujo objetivo é verificar a acdo antifungica do extrato metanolico
C.jamacaru frente a sete cepas de leveduras de origem vaginal que se mostraram

resistentes aos farmacos de Itraconazol e Fluconazol.

METODOLOGIA

Coleta e Preparacao do Extrato

Na preparacdo do extrato foram coletados cladddios de C. jamacaru no més de
marc¢o de 2013, na cidade de Belém do Séo Francisco, Sertdo de Pernambuco, a 486 km
de distancia de Recife. No Laboratério de Farmacognosia da Faculdade Pernambucana
de Saude as hastes foram devidamente lavadas em agua corrente e logo apds cortadas
com tesoura em pedagos pequenos, menores que um centimetro. Durante o corte foi
observado o rapido escurecimento de algumas partes. Foi utilizada uma concentragéo de
20% da planta em metanol PA. Este foi armazenado em vidro &mbar com capacidade
para 1 litro durante nove dias, ao abrigo da luz, submetido a agitac6es diarias. Apés este
periodo foi filtrado em peneira de nylon e em papel de filtro. Em seguida, o extrato foi

evaporado em rotaevaporador com temperatura de 38 — 55° C e em estufa a 50° C.



Determinagdo da Concentracgéo Inibitoria Minima (CIM)

e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do extrato

Para o desenvolvimento dos testes foram utilizadas culturas fungicas de Candida
albicans puras, coletadas de regido vaginal, que foram adquiridas no laboratério de
Microbiologia da Faculdade Pernambucana de Saude (ATCC FPSF02, ATCC FPSF10,
ATCC FPSF11, ATCC FPSF012, ATCC FPSF19, ATCC FPSF20, ATCC FPSF21). A
selecdo das cepas foi baseada na resisténcia antifingica frente aos antibidticos
cetaconazol, itraconazol, anfotericina B e fluconazol, como se apresenta na Tabela 1.

Foram realizados os testes de sensibilidade do extrato metandlico do C. jamacaru
pela determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM).

A atividade antifungica do extrato da planta C. jamacaru foi determinada de
acordo com o método descrito na norma “M27-A2— Método de Referéncia para Testes
de Diluigdo em Caldo para a Determinacdo da Sensibilidade de Leveduras & Terapia
Antifingica” publicada pelo Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI). Na
determinacdo na CIM foram utilizadas microplacas de plastico contendo 96 cavidades,
dispostas em oito séries de A—H, cada uma com 12 pocos, numeradas de 1% a 122
coluna. A este foi adicionado 100 puL do meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-
1640) em todas as colunas. Em seguida foram inoculados 100 pL da suspensdo de
esporos na concentracdo 0,5 (padrdo Escala de MacFarland) em cada poco, da 22 a 122
coluna. Por ultimo foram realizadas microdiluicGes em série com 100 pL do extrato
(diluido com dimetilsulfoxido, DMSO, na concentracdo de 25 mg/mL) da 3% a 92
coluna, obtendo-se concentracfes subsequentes descritas na Tabela 2. O material foi
colocado em estufa bacterioldgica por 48 horas, sob temperatura de 35 °C. Ap6s 0
periodo de permanéncia das microplacas em estufa, foram adicionados 20 pL de
solucédo resazurina em todos 0s pogos; esta utilizada como revelador. A solucdo foi
previamente preparada na concentracdo 0,0615 mg/mL com agua destilada e filtrada
por filtro de seringa.

As microplacas foram incubadas novamente em estufa durante cerca de 3 horas,
realizando a leituras apos este periodo. Como controle positivo ficaram a 1% e a 122

coluna com a solugdo de RPMI e resazurina representado pela coloragdo azul. O



controle negativo foi a solucdo de RPMI, e resazurina, e levedura representado pela
coloragdo rdsea, respectivamente.

Os resultados foram analisados segundo os controles: positivo, de coloragdo azul
(auséncia de crescimento da levedura) e, negativo, coloracao rosea. Para as cepas que
apresentaram sensibilidade foram realizadas Concentracdo Fungicida Minima (CFM),
subcultivadas por meio da semeadura em superficie em Agar Sabouraud-Dextrose, que
foram incubadas a 35°C durante 48 horas. A leitura da concentracdo foi considerada

segundo a menor concentracdo do extrato metanolico que apresentou efeito fungicida.

Teste Fitoquimico

Em cromatografia de Camada Delgada, CCD, foram pesquisadas a presenca dos
compostos alcaldides, taninos e flavonoides de acordo com método descrito por
Wagner e Blad®. Para a identificagdo da primeira classe de metabélitos foi utilizado
extrato da planta em solugdo aquosa de 50 mL a 1% de &cido cloridrico e 5 g da planta,
devidamente triturada, com temperatura em torno de 40° C, durante 15 minutos. Esta
foi filtrada e colocada em um funil de separacdo com a mesma quantidade de
cloroférmio. Para a identificacdo de taninos e flavondides foi utilizado o metanol na
extracao.

Nos testes foram utilizadas cromatoplacas de silica de 2x10 c¢cm, onde foram
aplicados, a 1 cm da borda inferior, e 0,5 cm da borda lateral, cerca de 20 pL do
extrato e dos padrbes com capilar. Os padrées foram de pilocarpina, catequinas e
rutina. A fase mével foi a mesma para todos os compostos: solucdo de acetato de etila,
acido acético, 4acido férmico, agua na proporcdo de 100:11:11:27. Apbés o
desenvolvimento das cromatoplacas, estas foram secadas e reveladas com o Reativo de

Dragendorff, vanilina cloridrica a 0,25% e Reveladas em Neu.

RESULTADOS

O extrato metandlico de C. jamacaru apresentou caracteristica pastosa, oleosa,
de cor esverdeado-escura.
Os resultados obtidos nos testes de suscetibilidade de planta C. jamacaru frente a

C. albicans em CIM mostraram para a 42 diluigdo menor concentracdo capaz de



produzir inibicdo do crescimento em 100% das leveduras conforme apresentados na
Tabela 2. Esses resultados foram considerados satisfatorios quando apresentaram
coloracdo azul, de acordo com o controle positivo de RPMI 1640 mais resazurina. Ja
para o teste fungicida ndo foi observado o mesmo efeito, havendo inibicdo em 28,5%
da Candida na concentracdo minima apenas na 32.

Na fitoquimica em CCD com base em Wagner e Blad (2001) a mancha amarela
sob luz ultravioleta na placa, junto ao padrdo, comprova a presenca de flavondide e
ainda na mesma placa observa-se uma coloracao azul, que pode indicar a presenca de
taninos hidrolisaveis no extrato. Porém n&o foram detectados taninos condensados nem

alcaloides, Figura 1.

DISCUSSAO

Os taninos hidrolisaveis e flavonoides detectado em C. jamacaru fazem parte
dos compostos produzidos pelas plantas como mecanismo de defesa contra agentes
externos. Ao longo do tempo estudos realizados por varios pesquisadores

correlacionam propriedades antimicrobiana junto com suas funcdes biolégicas 2 %,

0
que explicaria a acdo antifungica encontrada nestas espécies.

De acordo com pesquisa realizada por Araujo (2008) com varias plantas da
Caatinga, os taninos possuem uma forte relacdo com as atividades cicatrizante e
antiinflamatoria conhecidas empiricamente pela populacdo, porém o mesmo nao se
pode dizer dos flavondides. Admite-se que as plantas possam exercer certas atividades
mesmo na falta de determinados compostos devido a presenca de outros metabdlitos
em sinergismos.

Em relacdo a atividade antimicrobiana, foi observado nos testes de CIM & CFM
efeito fungistatico na concentragdo minima de 1,562 mg/mL em 100 % das cepas e
fungicida nas concentragdes de 6,25 mg/mL em 100 % e 3,125 mg/mL em 28,5 % das
cepas de C. albicans resistentes aos antifingicos de Itraconazol e Fluconazol,
respectivamente.

Trabalhos descritos na literatura por Davet (2008), Silva (2012) e Araujo (2012),
reforcam, junto a este trabalho, a importancia da exploracdo de C. jamacaru como

alternativa no desenvolvimento de novos farmacos. Visto ainda em estudos



toxicoldgicos com ratos in vivo, por Messias (2010) e em estudos mais abrangente por
Medeiros (2011), auséncia de toxidade da planta em testes bioquimicos, hematoldgico e

histopatoldgico, em ratos utilizando-se quantidades de 210-500 mg/kg de peso com
extrato etanolico e metanolico

CONCLUSOES

Tendo em vista a existéncia atual de cepas resistentes de C. albicans frente aos
antifangicos itraconazol e fluconazol, o extrato metandlico de C. jamacaru apresentou-
se como promissor para o0 desenvolvimento de novos antifingicos, devido a
sensibilidade apresentada pelas cepas, bem como pela baixa toxicidade reconhecida, o
qué torna essa pesquisa relevante, sendo necessaria a continuidade de estudos futuros,
principalmente no que diz respeito ao isolamento e identificacdo das substancias

presentes com também da relagdo entre as substancias e a atividade apresentada.
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Tabelas

Tabela 1- Sensibilidade das cepas selecionadas frente aos antibiéticos.

Levedura Cetaconazol Itraconazol AnfotericinaB  Fluconazol
C. albicans

FPSF02 S R S R
FPSF10 S R R R
FPSF11 S R S R
FPSF12 S R S R
FPSF19 S R S R
FPSF20 S R S R
FPSF21 S | S R

R: Resisténcia, I: Indiferente, S: Sensivel.

Tabela 2- Resultados da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM)
para o extrato C. Jamacaru.

Concentragdes do extrato em mg/mL

Leveduras

C. albicans
FPSF02
C. albicans
FPSF10
C. albicans
FPSF11
C. albicans
FPSF12
C. albicans
FPSF19
C. albicans
FPSF20
C. albicans
FPSF21

Legenda:

12,5
+/+

+/+
+/+
+/+
+/+
+/+

+/+

6,25
+/+

+/+
+/+
+/+
+/+
+/+

+/+

3,125
+/ -

it

+/+

+-

1,562 0,781
+1/- -/-
+/ - -/-
+ - -/-
+ - -/-
+/+ -/-
+/+ -/-
+ - -1-

(+) Inibic&o do crescimento da C. albicans
(- )Crescimento da C. albicans

0,390

/-

0,390

/-

0.195

/-

0.097

/-

Legenda: (a) Flavondide; (b) Tanino; (c) Alcaloide.
A-Amostra (Extato metandlico); P-Padréo (Rutina, Catequina, Pilocarpina, respectivamente).

Figura 1: Resultados da Cromatografia em Camada Delgada.




