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RESUMO

O género Candida possui em torno de 300 espécies, 17 das quais de interesse clinico. A
candidiase caracteriza-se como uma sindrome clinica que tem como agente causador o fungo do
género Candida, tendo 200 variedades de leveduras diferentes, nos mais diversos ambientes de
nichos corporais. Nesse contexto, plantas medicinais vém sendo testadas para o combate de
diferentes patologias, como por exemplo, para a candidiase, podendo destacar entdo a espécie
Pereskia aculeata Miller com diferentes efeitos terapéuticos. Avaliar se o extrato hidroalcéolico
das folhas de Pereskia aculeata Miller promove efeito antifungico no combate ao género
Candida, no que se refere as espécies C. albicans, C. tropicalis e C. albicans ATCC 90028.
Tratou-se de um estudo descritivo, transversal, com abordagem quantitativa. A planta Pereskia
aculeata Miller foi coletada no sitio da Biodiversidade localizado no Macico de Baturité, na
cidade de Mulungu-CE. Os extratos das folhas de P. aculeata Miller foram preparados com alcool
70% e &gua destilada. As cepas foram semeadas em placas de micro cultivo de 96 pocos fundo
U, contendo agar Sabouraud. Utilizou-se o teste de atividade antifingica pelo método
microdiluicdo em caldo sobre as leveduras Candida albicans, Candida tropicalis e Candida
albicans ATCC90028 em cepas advindas de diferentes sitios corporais. Verificou-se no estudo
que o extrato hidroalcodlico de P. aculeata produziu atividade de inibicdo em todas as linhagens
em questdo, sendo equivalente nas concentragfes de 25% na espécie C. albicans e 12,5% na C.
tropicalis e C. albicans ATCC 90028. O estudo comprovou através da técnica de microdiluicdo
em caldo que h4 inibi¢do de crescimento em algumas espécies do género Candida utilizando o
extrato de P. aculeata.

ABSTRACT

The genus Candida has around 300 species, 17 of which are of clinical interest. Candidiasis is
characterized as a clinical syndrome that has as a causal agent the fungus of the genus Candida,
having 200 different yeast varieties, in the most diverse environments of body niches. In this
context, medicinal plants have been tested to combat different pathologies, for example, for
candidiasis, and the Pereskia aculeata Miller with different therapeutic effects can be highlighted.
To evaluate if the hydroalcoholic extract of the leaves of Pereskia aculeata Miller promotes an
antifungal effect in the combat to the genus Candida, with respect to the species C. albicans, C.
tropicalis and C. albicans ATCC 90028. This was a descriptive, transversal and with a quantitative
approach. The Pereskia aculeata Miller plant was collected from the Biodiversity site located in
the Baturité Massif, in the city of Mulungu-CE. The extracts of P. aculeata Miller leaves were
prepared with 70% alcohol and distilled water. The strains were seeded in 96-well U-well
microtiter plates containing Sabouraud agar. The antifungal activity test by the broth
microdilution method on yeasts Candida albicans, Candida tropicalis and Candida albicans
ATCC90028 was used in strains from different bodily locations. It was verified in the study that
the hydroalcoholic extract of P. aculeata produced inhibition activity in all the lines in question,
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being equivalent in the concentrations of 25% in the species C. albicans and 12.5% in C. tropicalis
and C. albicans ATCC 90028. The study demonstrated through the microdilution technique in
broth that there is inhibition of growth in some species of the genus Candida using the extract of
P. aculeata. leata.

Palavras-Chave: Pereskia aculeata Miller, Atividade antifungica, Candida ssp.

INTRODUCAO

O género Candida possui em torno de 300 espécies, 17 das quais de interesse
clinico (KARKOWSKA KULETA et al. 2009; KURTZMAN et al. 2011). Este por sua
vez, constituem em algumas espécies a microbiota natural do individuo saudavel.
Contudo, na presenca de um desequilibrio imunolégico, esse fungo pode tornar-se
patogénico.

A candidiase se caracteriza como uma infeccao oportunista causada por leveduras
de Candida, Candida albicans e né&o-albicans como Candida glabrata, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei e Candida dubliniensis (QUINDOS,
2002; SIDRIM; MOREIRA, 1999; WHITE et al., 2004 apud AVRELLA; GOULART,
2008), promove alteracdes localizadas na mucosa, capazes de se disseminar pelo
organismo e levar ao 6bito (NEGRI et al., 2012).

Nesse sentido, C. albicans é a espécie de maior patogenicidade, frequentemente
relacionada a candidiase oral. Essa pode ser desencadeada pelo uso de antineoplasicos,
corticoides e antibidticos de amplo espectro, assim como diminuicdo da imunidade, falta
de higiene bucal e nutricdo desequilibrada (LUIZ et al., 2008).

Outra espécie que merece destaque é a C. tropicalis, pelo seu amplo poder de
infeccdo e acentuada resisténcia as medidas farmacoldgicas existentes. Essa espécie é
capaz de prejudicar uma série de tecidos, principalmente os rins, em um quadro avancado
da infeccdo (WHIBLEY et al., 2015).

Em relacdo a Candida albicans ATCC90028, trata-se de uma espécie
padronizada em laboratério e que tem, como caracteristica, a producdo de biofilme e
resisténcia a triazolicos, como o fluconazol, que na maioria dos estudos essa espécie é
utilizada como controle, principalmente por ter relagcdo com esse fator (TURRAN &
DEMIRBILEK, 2018). Com isso, torna-se pertinente sua utilizacdo em estudos com
extratos naturais. Esses tém sido foco da ciéncia como alternativa farmacoldgica, visando
prevenir ou minimizar os efeitos e resisténcias observadas entre os antifingicos.

No que diz respeito as plantas medicinais, essas podem constituir uma alternativa
eficaz para o tratamento de distintas infe¢Bes, 0 que ja tem sido feito por uma parcela
consideravel da populacdo (MARTINS, 2010). Essa préatica envolve uma série de fatores,
como a falta de acesso aos servicos de saude, favorecendo a utilizagcdo de plantas
medicinais como Unico recurso no tratamento de patologias (LEITE et al., 2008;
ALBUQUERQUE et al., 2010; ROQUE et al., 2010). Outro ponto a ser considerado é
seu custo-beneficio. Particularmente, o Brasil, por possuir um clima tropical e propiciar
o cultivo de espécies especificas, apresenta uma maior tendéncia de consumo e frequéncia
de produtos de origem vegetal (PISANO et al., 2014).
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Dentre essas plantas, pode-se destacar a do género Pereskia aculeata Miller
(figura 1), conhecida popularmente como ora-pré-nobis. E uma planta de estrutura
trepadeira arbustiva da familia Cactaceae, sendo muito utilizada para ornamentacéo,
produto alimenticio e, principalmente, com finalidade medicinal. Nesse contexto, Santos
et al. (2010) conduziram um estudo com essa espécie para investigar uma agdo no
processo inflamatorio e recuperacdo de tecido tegumentar, nos acidentes por queimadura.

Figura 1 — Espécie de planta Pereskia aculeata Miller ou ora-pro-nébs cultivada no Sitio Vale da
Biodiversidade em Mulungu - CE.

FONTE: Arquivo pessoal

Outros efeitos terapéuticos da P. aculeata compreendem: tratamento de doengas,
incluindo diabetes e hipertensdo arterial sistémica (HAS); efeitos antitumoral,
antirreumatico, anti-ulceroso e anti-inflamatério; acdo analgésica na cefaleia e dores
gastricas; hemorroidas e dermatite atopica (GOH, 2010). Ainda, estudo de Almeida
(2008) apresentou resultados promissores ao se observar a agdo antimicrobiana de extrato
hidroalcoolico de P. aculeata em bactérias, como Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Salmonella enterica subsp., Escherichia coli, Enterococcus faecalis.

Entretanto, um dos fatores preocupantes quanto ao uso de plantas para fins
medicinais estar relacionado a toxicidade e efeitos colaterais graves. Por isso, 0 Ministério
da Saude, no setor de Vigilancia em Salde, estabelece, com base na Portaria 06/1958, a
utilizacdo de espécies vegetais baseada em estudos cientificos. Dessa forma, visa-se
garantir a seguranga e estabilidade, produzindo efeitos adversos de igual ou menor
intensidade que seus componentes separados (OLIVEIRA et al., 2016).

Diante do exposto, essa pesquisa objetivou avaliar se o extrato hidroalcéolico das
folhas de Pereskia aculeata Miller promove efeito antifungico em espécies de Candida
albicans, Candida tropicalis e Candida albicans ATCC 90028.

METODOLOGIA
Desenho do estudo

Tratou-se de um estudo descritivo, transversal com abordagem quantitativa. Nos
estudos quantitativos, as informaces coletadas resultam em dados de formato numérico,
analisadas por procedimentos estatisticos (POLIT; BECK, 2011). Nos estudos
descritivos, o objetivo é determinar a distribuicdo de doencas ou condicdes relacionadas
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a satde de uma populacdo, de acordo com o tempo, lugar e caracteristica dos individuos.
Para isso, podem ser utilizados dados primarios ou secundarios (COSTA; POLAK, 2009).
Quanto a pesquisa transversal, ela envolve a coleta de dados, em um determinado ponto
e periodo de tempo, sendo adequada para descrever a relacdo entre fenbmenos, em um
ponto fixo (POLIT; BECK, 2011).

Obtencéo e preparacéo da planta.

Amostra da planta Pereskia aculeata Miller foi coletada no Sitio Vale da
Biodiversidade, localizado no Macico de Baturité, na cidade de Mulungu - CE. A
localizagdo ¢ representada pelas seguintes coordenadas: Longitude: 038°.31°.3928”,
Latitude: 03°.44°.9775” ¢ Altura: 14.587.

As folhas de Pereskia aculeata Miller foram coletadas e armazenadas em
recipiente com tampa fechada, a 34 °C. Nao foi acrescentado nenhum tipo de conservante
ou substéncia capaz de interferir no processamento de extracdo. As folhas de P. aculeata
foram encaminhadas ao laboratério de Fisiologia Vegetal da Universidade da Integracéo
Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira — UNILAB, no Campus das Auroras, e
acondicionadas em uma sala fria, com temperatura média de -90°C.

Preparacao do extrato hidroalcodlico das folhas de Pereskia aculeata Miller.

O extrato das folhas de P. aculeata foi obtido, segundo metodologia modificada
de Kim et at. (2013). Etanol 70% foi adicionado em um béquer, contendo folhas da planta
maceradas, na proporcao de 1:20 (m/v) e a mistura permaneceu, sob agitacdo (Solab,
modelo SL-152/10), por 8 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, o filtrado
obtido foi concentrado em rotoevaporador, para eliminacdo do etanol, e completado o
volume com &gua destilada. Logo ap6s, essa mistura foi filtrada, em papel de filtro
Whatman n° 1, por 5 vezes.

Para a obtencdo dos extratos aquosos, foram utilizados dois procedimentos. No
primeiro, a mistura filtrada foi acrescida de dgua destilada, na proporcéo de 1:20 (m/v),
apos o que foi agitada por 1 hora, a uma temperatura entre 95 e 100 °C. Em seguida, a
mistura obtida foi filtrada em papel de filtro. O extrato foi acondicionado em frascos
vedados com papel filme e armazenados em freezer (-12 °C) até o momento de sua
utilizag&o.

Teste de Suscetibilidade Antifiingica por método de Microdilui¢cdo em Caldo.

Foi feito o Teste de Suscetibilidade Antifungica, por método de Microdiluicdo em
Caldo, de acordo com a Norma M27-A2, a qual descreve o método preconizado pelo Comité
Nacional para Padrdes de Laboratério Clinico (CNPLC). Esse é uma instituicdo
internacional que desenvolve normas e padrdes para a realizagdo de testes de patologia
clinica e questdes relacionadas a atencdo em saude (NCCLS, 2002; SIDRIM; ROCHA,
2012). Esta etapa foi concretizada no Laboratério de Microbiologia da UNILAB — Campus
das Auroras.

As cepas utilizadas nesse estudo foram de origem do Laboratério de Microbiologia da
Universidade da Integracéo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira — UNILAB. Para a
preparacdo do indculo, foram seguidas as etapas abaixo, de acordo com as instrucdes
preconizadas pelo CNPLC (2002). Inicialmente, realizou-se a subcultura (repique) dos
microrganismos, em tubos estéreis, contendo agar Sabouraud dextrose. A temperatura de
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incubacéo foi em torno de 35°C. Ap0s 24 horas, trés coldnias de espécies de Candida foram
escolhidas para a preparacéo do inoculo. As col6nias foram suspensas em 5 mL de solugéo
salina estéril 0,145 mol/L (8,5¢/L NaCl; salina a 0,9%). A suspensdo resultante foi colocada
em agitador vortex, durante 15 segundos, e a densidade celular ajustada, por meio de
espectrofotometro. Para tanto, acrescentou-se solucdo salina suficiente para obter a
transmitancia equivalente a uma solucdo-padrdo da escala de McFarland 0,5, em
comprimento de onda de 530 nm. Esse procedimento forneceu uma suspensdo-padréo de
levedura contendo 1 x 10° a 5 x 10° células por mL. A suspensao de trabalho foi produzida
a partir de uma diluicdo 1:20, da suspensdo-padrdo, com meio liquido RPMI 1640,
resultando em concentragéo de 5,0 x 10% a 2,5 x 10° células por mL.

Quanto as concentracdes do extrato, essas foram determinadas conforme o
método modificado de Park et al. (1995). O extrato foi esterilizado, utilizando-se filtro de
micromembrana milipore de 22 pm, no interior da capela de fluxo laminar. A diluigdo
ocorreu no decorrer dos doze pocos da placa, da seguinte forma: 100ul, 50 pl, 25 pl, 12,5
pl, 6,25 pl, 3,12ul, 1,56 pl, 0,78 ul, 0,39 ul, 0,19 ul, 0,09 ul, 0,04 ul correspondendo as
seguintes porcentagens: 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19%,
0,09%, 0,04%, 0,02%, 0,01%.

O extrato hidroalcéolico das folhas de P. aculeata foi diluido em método seriado
de RPMI, meio utilizado para favorecer o crescimento do fungo Candida e por facilitar a
diluicdo de determinadas drogas utilizadas em testes antifungicos. Esse permitiu que a
primeira fileira vertical de pogos da placa de micro cultivo fundo U contivesse 100% do
extrato (100 pL do extrato). Na 2 fileira, essa concentracdo foi reduzida para a metade
(50 pL) e assim sucessivamente, no decorrer dos 12 pocos da placa de microdiluigéo.
Assim, cada poco obteve um volume final de 100 uL.

Assim, a primeira placa obtida apresentou a seguinte organizacao: concentracdes
do extrato em diluicdo seriada nos pocos das fileiras verticais A, B e C e cepa 1 (Candida
albicans); concentracdes do extrato em diluicdo seriada nos pocos D, E e F e cepa 2 (Candida
tropicalis); poco G como controle positivo da cepa 1 e poco H como controle positivo da
cepa 2). Utilizou-se uma segunda placa esquematizada da seguinte forma: concentragdes do
extrato em diluicdo seriada nos pocos A B e C e cepa 3 (Candida albicans ATCC 90028);
poco D como controle positivo da cepa 3; pogo E como controle negativo da placa.

Os pocos controle positivo continham 100 puL de meio estéril, isento do extrato, e
100 pL das suspensdes 2X concentradas dos indculos. Os pogos controle negativo continham
200 pL de meio estéril. Especificamente, o controle negativo foi usado para efetuar o
controle da esterilidade.

Dessa forma, a fileira horizontal 1 conteve a maior concentracdo do extrato
hidroalcoolico e a 12 a menor concentracdo, conforme esquematizado na Figura 2. Cada
poco da placa de microdiluic¢do foi inoculado, no dia do teste, com 100 pL da correspondente
suspensdo 2X concentrada do indculo.
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Figura 2 — Esquema das placas utilizadas no Teste de Suscetibilidade Antifingica com concentracdes
diferentes do extrato hidroalcéolico de P. aculeata em cepas de C. albicans, C. tropicals e ATCC 9002.
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As placas de microdiluicdo foram incubadas a 35° C, observando presenca de
crescimento visivel. A leitura dos resultados foi realizada apds 24 e 48 horas. Os pocos de
microdiluicdo receberam uma pontuacéo (escore), de acordo com o crescimento da levedura
observado em cada poco, sendo comparado aos pogos controle positivo, com auxilio de um
espelho de leitura. Assim, cada poco da placa de microdiluicdo recebeu um valor numérico,
usando a seguinte escala: 0 - opticamente claro; 1 - crescimento indefinido; 2 - redugéo
proeminente de crescimento; 3 - ligeira reducdo do crescimento; 4- nenhuma reducédo do
crescimento.

O valor da CIM (Concentracao Inibitéria Minima) do extrato hidroalcéolico foi
definido como a menor concentragdo desta substancia em que se observou o escore 0
(opticamente claro) e o valor de CIM do referente extrato foi definido como a menor
concentracdo em que se observa o escore 2 (reducao proeminente de crescimento). Além da
MIC, observou-se a Concentra¢do Fungicida Minima (CFM), representada pela menor
concentragdo da droga capaz de inibir 100% o crescimento da levedura. Para descartar
qualquer possibilidade de contaminagdo nos pocos da placa de microdilui¢do realizou-se
coloracdo de gram naqueles corresponde ao crescimento pelo teste de Concentracdo
Fungicida Minima.

Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da referida instituicao
de ensino, conforme CAAE 59953716.5.0000.5576 e numero do parecer 1.937.092
Foram garantidas autonomia dos sujeitos e ndo maleficéncia e beneficéncia da pesquisa,
preconizadas na Resolucédo 466/12 do Conselho Nacional de Saude. A solicitacdo das
cepas ocorreu por meio de autorizagdo previa devidamente assinada pelo técnico
responsavel pelo Laboratério de Microbiologia da Universidade da Integracdo
Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira — UNILAB.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s realizado o ensaio de atividade antiflngica, por técnica de microdiluicdo em
caldo, mostrou-se que todas as cepas apresentaram suscetibilidade a determinadas
concentracdes do extrato hidroalcéolico de Pereskia aculeata Miller (Grafico 1). Embora
a presente pesquisa tenha utilizado outras cepas de Candida, diferentemente do aqui
observado, Vargas (2017) ndo mostrou, em seu estudo, uma acao antifingica do extrato
hidroalcdolico de P. aculeata Miller em relagdo a Candida albicans ATCC 10231 e
Candida tropicalis ATCC 13803.

Gréfico 1 — Atividade antifingica de extrato hidroalcéolico de P. aculeata frente a cepas de Candida
albicans, tropicalis e Candida albicans ATCC 90028 nas espécies.
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Quando avaliada a CIM do extrato em relacdo as diferentes cepas de Candida, a
observou-se inibi¢do do pogo 3, contendo espécie de C. albicans, 0 que permitiu sugerir
uma CIM igual a 25% do extrato de P. aculeata, Sugerindo dessa forma que ha um
composto relacionado ao efeito de inibicdo. Contudo, ap0s realizado o teste de
Concentracdo Fungicida Minima (CFM), houve crescimento dessas cepas no tubo
correspondente ao referente poco, sugerindo que essa concentracdo nao era capaz de
impedir o crescimento visivel do subjuntivo. Para os pocos 1 e 2, ndo foi detectada
presenca do fungo. Para descartar a possibilidade de contaminacdo, realizou-se coloracdo
de Gram, tendo como resultado a comprovacdo da presenca de Candida albicans, por
meio da analise morfoldgica microscépica, como pode ser visto na Figura 3.

Figura 3 — Cepas de Candida, em analise morfolégica por microscopia, no po¢o 3 da espécie de C. albicans
em teste de Concentracdo Fungicida Minima (CFM) aumento de 400X.
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Contrariamente aos dados aqui obtidos, Santos et al. (2011) nao obteve resultados
promissores ao utilizar o extrato bruto das folhas de P. aculeata em Candida albicans
ATCC 18804 e 448858. No estudo de Pinto et al. (2012), os autores comprovaram
atividade citotoxica de P. aculeata contra determinados tipos de células cancerigenas, o
que pode implicar em seu uso em situacdes especificas

Com relacdo a espécie de C. tropicalis, ndo houve crescimento até o pogo 3,
sugerindo uma CIM igual a 25%. Avaliando que esse percentual de dilui¢do foi capaz de
inibir tal atividade, comprovando também que nos poc¢os anteriores da placa dessa espécie
ndo houve presenca do fungo pelo teste de Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Em
pesquisa conduzida por Turra et al. (2007), Candida albicans ndo apresentou nenhuma
sensibilidade frente a espécie de Pereskia grandifolia.

Na espécie de Candida albicans ATCC 90028, ocorreu inibi¢do de crescimento
nos pogos 1, 2 e 3, sugerindo uma CIM de 12,5% do extrato. A comprovagdo ocorreu
pela auséncia de cepa no teste de CFM. Para Kanopka et al. (2010), espécie de C. albicans
ATCC 90028 possui, como mecanismo de resisténcia, a presenca de biofilme,
possibilitando a perda de efeito de antifingicos, principalmente o Fluconazol. Assim,
pode-se supor que esse mecanismo ndo interferiu na acdo antifngica da P. aculeata.
Diante de todo exposto, 0 estudo sugere que ha algum composto no extrato que promove
essa inibicdo de atividade, cabendo mais estudos no intuito de isola-lo. Dessa forma, com
base nesses achados, faz-se necessaria a realizacao de outros estudos com P. aculeata, ja
que essa espécie apresentou resultados promissores quando se avalia a sensibilidade e
inibicdo de crescimento de fungos.

CONCLUSAO

O estudo comprovou, por meio da técnica de microdiluicdo em caldo, que ha
inibicdo de crescimento do género Candida, especificamente espécie C. albicans, C.
tropicalis e C. albicans ATCC 90028, pelo extrato hidroalcoolico de Pereskia aculeata
Miller. Dessa forma, pode-se entender que ha uma possibilidade terapéutica desse
produto natural, cabendo a realizacdo de mais estudos envolvendo a temética, com o
intuito de elucidar quest@es relacionadas a composicao e mecanismo de acdo e minimizar
riscos ao uso futuro na pratica clinica.
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