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RESUMO

Objetivo: O presente artigo descreve os resultados obtidos a partir de testes realizados em
extrato etandlico da Cnidoscolus aconitifolius em cepas de Candida albicans. Métodos: O método
utilizado foi o de Concentracao Inibitéria Minima (CIM), realizado em triplicata em placa de 96
pocos. A diluigdo contou com 100uL do extrato da C. aconitifolius mais 100uL da suspenséo com
turvagéo equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland das col6nias de C. albicans, em meio
Agar Muller Hinton. Posteriormente, pogos foram selecionados para confirmacéo dos resultados
por meio de semeadura em meios de cultura de Agar Sabouraud. Resultados: A anélise desses
meios confirmou presenga dos fungos observado nos pogos. Houve inibigdo do crescimento de
2mg/mL e 1mg/mL; nas demais concentracbes advindas da microdiluicdo, ndo houve
crescimento do fungico. Conclusao: Desta forma, considerando os resultados da inibigdo do
crescimento fungico nas concentragdes citadas, a pesquisa continuara a fim de investigar qual a
margem de toxicidade e quais os metabdlitos presentes no extrato.
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ABSTRACT

Objective: This article describes the results obtained from tests performed on ethanolic extract of
Cnidoscolus aconitifolius on Candida albicans strains. Methods: The method used was the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), performed in triplicate in a 96-well plate. The dilution
included 100pL of C. aconitifolius extract plus 100uL of the suspension with turbidity equivalent
to the 0.5 tube of the McFarland scale of C. albicans colonies, in Muller Hinton Agar medium.
Subsequently, wells were selected to confirm the results by sowing in Agar Sabouraud culture
media. Results: The analysis of these media confirmed the presence of fungi observed in the
wells. There was growth inhibition of 2mg/mL and 1mg/mL; in the other concentrations resulting
from microdilution, there was no growth of the fungus. Conclusion: Thus, considering the results
of the inhibition of fungi growth at the concentrations mentioned, the research will continue to
investigate the toxicity margin and which metabolites are present in the extract.
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INTRODUGAO

Infecgdes fungicas se tornaram
cada vez mais frequentes, segundo dados
de 2016 do Ministério da Saude, mais de 3,8
milhdes de pessoas sofreram de alguma
infecgdo fungicas grave. Os fungos néo
eram considerados agentes patolégicos
frequentes de risco a saude humana;
entretanto, nos presentes dias, as infecgdes
fungicas sédo consideradas a quinta maior
causa de mortalidade mundial e podem
deixar sequelas permanentes’.

Um dos fungos mais incidentes é o
género Candida spp. Os quadros de
infecgdes sdo conhecidos como candidiase
ou candidoses. Essa levedura possui a
capacidade de formar biofilmes nas
mucosas do individuo infectado e em alguns
casos, esses fungos ainda presentam
resisténcia aos antifungicos disponiveis.

Tratamentos  alternativos  tém
ganhado forga na comunidade cientifica por
apresentarem um baixo nivel de toxicidade,
poucos efeitos colaterais e boa eficacia,
destacando-se o uso de plantas medicinais?.
O conhecimento sobre a aplicabilidade das
plantas sempre esteve presente nas
civilizagdes, fazendo parte de uma pratica
passada por geragoes, sendo, por vezes, 0
principal acesso a tratamentos.

A Cnidoscolus aconitifolius (Mill.)
I.M.Johnst € uma planta medicinal que,
assim como as outras do género
Cnidoscolus, vem sendo testada para
verificagdo de atividade antimicrobiana,
demonstrando resultados positivos para
além de sua capacidade nutracéutica e
antiglicemiante, ja conhecida em varios
paises, tais como o México. O interesse
consiste na sua baixa toxicidade e grande
eficacia’.

Diante da possibilidade da espécie
C. aconitifolius ter um potencial antifungico,
este artigo teve como objetivo avaliar a
atividade antifungica do extrato das folhas,
dessa mesma planta, e determinar sua
concentragdo minima para inibir o
crescimento do fungo Candida albicans.
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MATERIAIS E METODOS

O presente estudo teve -carater
experimental, qualitativo e quantitativo. As
mudas da Cnidoscolus aconitifolius foram
plantadas na cidade de Mundo Novo — BA (-
11.857407, -40.467589) em novembro de
2020, adubadas com terra vegetal e calcio,
e mantidas por trés meses em local
sombreados e regadas em dias alternados.
Posteriormente, as mudas foram
transplantadas para o horto da Unidade de
Ensino Superior de Feira de Santana
(UNEF) (-12.275373, -38.933770) - BA, no
dia 09 de fevereiro de 2021, receberam
adubo com terra organica, sendo regadas
diariamente no final da tarde. A coleta das
folnas de trés espécimes destinadas a
realizagdo dos experimentos ocorreu no
més de maio de 2021.

O material fresco foi encaminhado
para o laboratério de Bioquimica da UNEF e
seguiu o processo de maceragdo de cada
espécime, identificadas com numeros de 1
a 3. O peso de material vegetal obtido para
cada espécime foi, respectivamente,
50,569, 43,02 e 50,53g. Todas foram
submetidas a extragdo por maceracao a frio
em 1L de etanol P.A 96%.

Apbs o processo de extragao, foi
realizado o cultivo das colénias de Candida
albicans obtidas de isolados de pacientes.
Estas foram cultivadas em placas de petri
contendo meio Agar Muller Hinton e
incubadas a 37°C por 24 horas em estufa
microbiolégica. Os testes foram realizados
em triplicata, usando o extrato etandlico em
diferentes concentragcbes, sendo elas:
2mg/mL, 1mg/mL, 0,5mg/mL, 0,25mg/mL,
0,625mg/mL e 0,3125mg/ml.

Para a preparagao no indculo foram
escolhidas cinco colénias com didmetro de
aproximadamente 1mm, apds incubagao de
24 horas das amostras de C. albicans. As
colénias foram suspensas em 5ml de
solugéao salina estéril (0,85%) e a suspensao
resultante foi homogeneizada em agitador
de Vortex, durante 15 segundos.
Conseguinte, acrescentou-se solugao salina
suficiente para obter a turvagao equivalente
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ao tubo de numero 0,5 da escala de
McFarland, de modo a se obter uma
suspensao-padrdo de leveduras contendo
aproximadamente 1,5x106
microrganismos/mL.

A diluicao seriada foi feita utilizando
tubo Eppendorf, sendo estes identificados
pelas respectivas concentragdes do extrato.
Em seguida, foram utilizadas placas de
microdiluicdo de 96 pogos, conforme a
Figura 1, onde as fileiras foram separadas e
identificadas por concentragéo. A cultura de
Candida foi pipetada em todos os pogos,
exceto na fileira correspondente ao controle
negativo. Depois, com auxilio de uma pipeta
automatica, foram introduzidos, em cada
poco, 100uL do extrato ja diluido em
diferentes concentragbes. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas em estufa
microbiolégica e apds este periodo foi
observada a concentragdo minima do
extrato capaz de inibir o crescimento fungico
de C. albicans.

Em seguida, para confirmar o
resultado encontrado apds a incubagéo,
foram selecionados alguns desses pogos e
semeados em placas de petri contendo
meio Agar Sabouraud. A utilizacdo do Agar
Sabouraud ¢ justificada pelo fato de se tratar
de um meio de cultura seletivo para fungos,
deste modo anularia a possibilidade de
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crescimento de outro microrganismo; para
além disso Oliveira® relatou que quando as
colénias de C. albicans séo cultivadas em
meio Agar Sabouraud a 37°C tem um
crescimento consideravel em 24 a 48h, e de
forma macroscopica € possivel notar
coldbnias com aspectos opacas ou
brilhantes, textura cremosa, coloragéo
branca a creme, bordas regulares ou
irregulares e odor de levedo.

Em seguida, as placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas e apds esse
periodo foram feitas as leituras das placas
para observagcdo do crescimento de
colénias. Os resultados obtidos no
experimento foram langados em forma de
tabela.

RESULTADOS

Por meio do teste de microdiluigdo
na placa de 96 pocos, foi possivel avaliar em
quais concentragcbes o extrato da
Cnidoscolus aconitifolius conseguiu inibir o
crescimento das cepas de Candida
albicans. Os dados foram computados em
forma de Tabela (Tabela 1) onde é possivel
observar que nas concentragdes de 2mg/mL
e 1mg/mL houve inibicdo do crescimento
fungico.

Figura 1 — Placa de 96 pocos disposta conforme o experimento de diluicdo seriada.
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Controle
Positivo 1

100uL Extrato C.aconitifolius

100ut Extrato C.aconitifolius|
+ Candida albicans

100uL Extrato C.aconitifolius
+ Candida albicans

100ut Extrato C.aconitifolius
+ Candida albicans

Controle 4 " =
Positivo 2 F | 100uL Condida albicans
+ Nistatina

Controle negativo (A1, A2, A3, A4, A5, A6) com 100uL do extrato. Teste 1 (B1, B2, B3, B4, B5, B6), Teste
2 (C1, C2, C3, C4, C5, C6), Teste 3 (D1, D2, D3, D4, D5, D6) com 100uL do extrato mais 100uL da
suspensdo de Candida albicans. Controle Positivo 1 (E1, E2, E3) com 100uL de C. albicans e Controle
Positivo 2 (F1, F2, F3) com 100uL de C. albicans + Nistatina 100.000UI/mL.
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Tabela 1 - Resultados dos testes da atividade antifungica do extrato de Cnidoscolus aconitifolius
pela técnica de microdiluigdo sobre amostra padrao de C. albicans.

Volume (uL)

Controle
negativo

Teste 1
Teste 2
Teste 3

Controle
positivo

0,5 0,25 0,061 0,031

Nota: o simbolo (+) indica presenga de colbnia; o simbolo (-) indica auséncia de colbnia.

Os demais pogos, visualmente, ndo
demonstravam de forma fidedigna os
possiveis resultados de inibicdo. Por este
motivo, pelo menos um dos pogos de cada
triplicata foram selecionados para melhor
avaliagdo em nova cultura em placas de
petri para observacdo das colénias. Os
resultados estao ilustrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Pogos selecionados para
semeadura em Agar Sabouraud.

Amostra Crescimento de
coldnia

Controle negativo -

Teste 1: 2 yL -

Teste 1: 1 L

Teste 1: 0,5 uL

Teste 1: 0,25 pL

Teste 1: 0,061 pL

Teste 1: 0,031 pL +

Controle positivo -

A1 (Controle Negativo), (Teste 1) B1
(2mg/mL), B2 (1mg/mL), B3 (0,5mg/mL), B4
(0,25mg/mL), B5(0,061mg/mL),
B6(0,031mg/ml), (Teste 3) D4 (0,5mg/mL),
F1 (Controle Positivo). Nota: o simbolo (+)
indica presenca de colénia; o simbolo (-)
indica auséncia de colbnia.
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DISCUSSAO

O resultado da analise das placas
comprovara que nas concentragbes de
2mg/ml e 1mg/ml, houve inibigdo fungica;
em contrapartida, nas placas referentes aos
pogos com menores concentragdes, O
extrato nao apresentou inibicdo do
crescimento.

Neste estudo experimental
qualitativo e quantitativo in vitro, comprovou-
se que nas maiores concentragdes do
extrato da C. aconitifolius, houve inibigao do
crescimento das coldnias de C. albicans,
abrindo uma oportunidade para um estudo
mais aprofundado acerca de qual
substdncia em sua forma isolada &
responsavel pela inibigdo do fungo.

O género Cnidoscolus ja foi testado
em outros estudos de verificagdo para sua
atividade antimicrobiana, apresentando
potencial de amplo espectro por seu extrato
etandlico em cepas bacterianas Gram-
positivas e Gram-negativas, como descreve
Souza® em um estudo experimental através
do método referente a CIM. Neste estudo,
com a espécie Cnidoscolus urens (L.) foi
constatada a presenga de metabdlitos
secundarios como taninos, cumarinas,
lignanas, monoterpenos, diterpenos,
esterdides e flavondides e apresentou
melhor acdo bactericida nas fases EEB
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(extrato  etandlico bruto), hexanicas,
Hex/AcEOt (hexanica/acetato de etila 1:1) e
AcEOt (acetato de etila).

Em outro estudo realizado por
Aradjo’, utiizando o método de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em
Coluna de Fase Reversa (CLAE-FR), a fim
de verificar a atividade antibacteriana e
citotoxica in vitro de fragdes purificadas da
planta Cnidoscolus urens, foi comprovado
que no crescimento das colbnias
bacterianas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, apresentaram-se
halos de inibicdo, evidenciando que o
extrato etandlico da C. urens confere
atividade antibacteriana na concentracao de
10mg/pocgo, apresentando halos de inibigdo
de 10mm.

Alguns estudos realizados acerca
das possiveis atividades antifungicas da C.
aconitifolius, diversos metabdlitos foram
encontrados a partir das analises em
diferentes extratos. Hamid et al.® em seus
resultados revelou a presengca de
flavonodides, terpenos e glicosideos nos
extratos de metanol, n-hexano e acetato de
etila. Ambos os metabdlitos, possuem
atividades antibacterianas, antifungicas e
anti-inflamatérias. Os  testes  foram
realizados em caldo agar Sabouraud
dextrose com oito pogos, o resultado
apontou zonas de inibicdo de quatro
isolados frescos de fungos Candida
albicans, Aspergillus niger, Rhizopus stolon
e Penicillium notatum nos extratos citados,
sendo que no extrato de acetato de etila ndo
houve atividade antifingica em Rhizopus
stolonifer; entretanto, no extrato de n-
hexano, apresentou  alta  atividade
antifungica frente ao demais fungos em
concentracbes variando de 12, 5 a
200mg/mL assim como no extrato de
metanol, variando apenas a concentragcao
que variou de 50 a 200mg/mL.

A busca pelo desenvolvimento de
novos antifingicos ¢é fortalecida com
resultados deste estudo, com a justificativa
de: (i) poder reduzir o tempo de tratamento
de pacientes quando se é administrado o
tratamento especifico, uma vez que,
conhecendo a causalidade da doenga, ha a
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disponibilidade de um farmaco eficiente
para trata-la; (ii) existir pouca classe de
antifungicos, aspecto que dificulta o
processo quando se encontra diante da
possibilidade de resisténcia, ou seja, um
novo farmaco pode ter o potencial
alternativo terapéutico diante desta ameaca.
Vale salientar que apesar da constatagédo da
existéncia de atividade antifungica contra C.
albicans, sera necessario um
aprofundamento nos estudos para que o
extrato possa vir a se tornar um novo agente
antifungico.

CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos,
podemos concluir que o extrato etanoico
das folhas de Cnidoscolus aconitifolius €
capaz de inibir o crescimento de Candida
albicans, quando utilizado nas
concentragbes de 2mg e 1mg.

Estes resultados encaminham os
estudos para uma investigagdo mais
aprofundada dos compostos responsaveis
por esta inibicdo, através de estudos
biomonitorados, a fim de se definir os
metabdlitos responsaveis por tais
atividades. Fica comprovado que, além de
suas atividades conhecidas no meio
cientifico, esta planta também possui
propriedades inibitérias para o fungo C.
albicans, sendo um promissor tratamento
para infecgdes fungicas causadas por essa
espécie.

Como ja citado anteriormente, as
espécies de Candida manifestam-se cada
vez mais resistentes aos antifungicos ja
disponiveis no mercado, desta forma, a
terapia por meio de plantas medicinais se
torna uma opgao promitente, salientando
que € preciso investigar se essas
concentragdes sao seguras e qual a melhor
forma de administragdo; além disto, a
utilizagdo dela enquanto planta ou a
possibilidade de um composto sintético
advindo dela.
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