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Resumo: Objetivo: Avaliar o potencial antifungico e modulador de farmacos comerciais
do extrato etandlico da samambaia Lygodium venustum SW. contra diferentes
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linhagens do género Candida. Métodos: Os testes foram feitos em triplicata e a
Concentracao Inibitoria Minima foi determinada pelo método da microdiluigdo em caldo,
onde as concentragOes testadas do extrato variaram de 1024 a 1 pg/mL. O ensaio de
modulacdo foi realizado utilizando a nistatina e o benzoilmetronidazol em
concentragbes variando de 512 a 1 pg/mL. Resultados: L. venustum apresentou
atividade antifungica contra Candida krusei e potencializador da acdo do antifiingico
nistatina frente a Candida tropicalis. Conclusdo: O produto natural tem efeito sobre
algumas linhagens de fungos do género Candida, validando cientificamente o potencial
antifngico da espécie, junto ao uso popular. Sdo necessarios para verificar a
viabilidade e a seguranca deste produto natural, como uma alternativa terapéutica.
Palavras-chave: Pteriddfita, atividade anti-Candida, extrato etandlico.

Abstract: Objective: The aim of this study was evaluete the antifungal and drug-
modulatory potential of the ethanol extract of the fern Lygodium venustum SW. against
different strains of Candida. Methods: The assays were performed in triplicate and the
Minimum Inhibitory Concentration was determined by the microdilution method, using
concentrations ranging between 1024 to 1 pg/mL. The drug-modulation assay was
performed using nystatin and benzoilmetronidazol with concentrations ranging between
512 a 1 pg/mL. Results: L. venustum showed antifungal activity against C. krusei and a
potentiating effect of antifungal drugs when combined with nystatin against C. tropicalis.
Conclusions: The natural product assayed demonstrated an effect against fungal strains
of the Genus Candida, validating by laboratory methods the antifungal potential reported
by the traditional populations. More studies are necessary to verify the viability and
security of the use of this natural product as a therapeutic alternative to the commercial
drugs.

Keywords: Pteridophyte, anti-Candida activity, ethanol extract.

INTRODUCAO

Pteriddfitas constituem um grupo de vegetais com uma grande riqueza de espécies e
este fato tem contribuido para que o homem se utilize, de variadas maneiras, de seus
potenciais quer sejam econdmicos, alimenticios ou medicinais (Morais-Braga et al.,

2012a).
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Entre as pteridéfitas usadas na medicina tradicional podemos destacar a samambaia
Lygodium venustum SW., uma planta lianescente da familia Lygodiaceae com
distribuicdo pantropical (Moran, 1995, Smith, 2006), cujo uso medicinal tem sido
registrado nas Ameéricas, sendo citada para tratamento de diversas enfermidades tais
como inflamacdo, dores musculares e reumatismo (Thomas, 1999), desordens
gastrointestinais e ginecobstétricas (Argueta, 1994), tratamento de dermatoses,
micoses e infec¢Bes (Duke, 2008). Algumas atividades farmacoldgicas de L. venustum
jA foram evidenciadas em estudos anteriores, tais como o potencial antibacteriano
(Alanis et al., 2005, Morais-Braga et al., 2012b), atividades antidiarréica (Velazquez et
al., 2006), antiperistaltica (Calzada et al., 2010), tricomonicida (Calzada et al. 2007),
leishmanicida, tripanocida (Morais-Braga et al., 2013), antifingica, moduladora da agéo
de drogas (Morais-Braga et al. 2012b, 2012c, 2013) e efeito antioxidante (Morais-Braga

et al., 2012a).

Infecgbes causadas por leveduras do género Candida constituem um grande problema
na atualidade, uma vez que sdo cada vez mais comuns acometimentos por doengas
imunodepressoras, nas quais, estes fungos, antes comensais, transformam-se em
patdégenos oportunistas passando a ter importdncia como agentes potencialmente

patogénicos responsaveis por altos indices de mortalidade (Pupulin et al., 2009).

Esta incidéncia de infec¢Bes fungicas tem levado a uma busca continua por novos
farmacos, que além de apresentarem potencial biocida nao apresentem efeitos

colaterais. Isto se configura como um grande desafio, uma vez que fungos sdo, como
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os humanos, também eucariontes e por conta da semelhanca existente entre as
células, diversos farmacos comerciais tém causado citotoxicidade no figado e nos rins

do hospedeiro (Rossi et al., 2011).

A investigacao de produtos naturais de variadas origens, entre estas a pteridoflora, tem
se mostrado uma crescente alternativa para a formulacdo de bases terapéuticas contra
diversos tipos de micro-organismos, inclusive fungos, em decorréncia da existéncia de
constituintes ativos oriundos de seu metabolismo secundario (Simbes et al., 2010;

Blanch et al,. 2010; Morais-Braga et al., 2012a).

Neste contexto, este estudo tem como objetivo avaliar o efeito antifingico do extrato
etanolico da samambaia L. venustum, seja individualmente, seja combinado com

farmacos comerciais frente a isolados clinicos de leveduras do género Candida.

MATERIAIS E METODOS

Selecéo, coleta do material botanico e local de realizacdo da pesquisa

Folhas de L. venustum foram colhidas em maio de 2010 entre 9:30 e 10:30 horas da
manha em uma area de encosta da Chapada do Araripe, com aproximadamente 700 m
de altitude entre as coordenadas geograficas 24M 0451385 UTM 9195214; 24M
0451927 UTM 9195554; 24M 0452231 UTM 9194998 e 24M 0452240 UTM 9194784,
no municipio do Crato, sul do Ceara, Brasil. Do material coletado foi produzida uma

exsicata e esta foi depositada no Herbario Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) da

149




Revista Ouricuri, Paulo Afonso, Bahia, v.3, n.2, p.146-159. nov./dez., 2013.
http://www.revistaouricuri.uneb.br | ISSN 2317-0131

Universidade Regional do Cariri — URCA, sob o numero 5569, tendo sido identificada
pelo Professor Dr. Antonio Alamo Feitosa Saraiva. A pesquisa foi realizada no
Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular - LMBM, com o apoio inicial do
Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais- LPPN, na Universidade Regional do

Cariri — URCA.

Obtencao do extrato etandlico

Para obtencdo do extrato etandlico, as folhas, em bom estado, foram destacadas,
lavadas e depois cortadas grosseiramente para que fosse aumentada sua area de
contato com o solvente. Logo apds, foram colocadas em um recipiente e sobre as
mesmas foi vertido o etanol PA, cobrindo totalmente a massa foliar. As folhas ficaram
expostas ao solvente por 72 horas e o volume foi filtrado e levado para concentrar em
rotaevaporador (40 rpm a 60° C), e depois em banho-maria (60° C) formando o extrato

bruto.

Preparo da solucdao inicial e de teste

O preparo da solucao inicial das amostras foi efetuado pesando-se 10 mg do extrato e
diluindo-o em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO — Merck, Darmstadt, Alemanha), para
obter uma concentragdo inicial. A partir desta concentragao, foi feito uma diluigdo em

agua destilada estéril para atingir a concentragdo de 2048 ug/mL (solugéo teste).
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Linhagens utilizadas

As linhagens ensaiadas nos testes de sensibilidade ao produto natural foram leveduras
(isolados clinicos) de Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis: CA LM 62,
CK LMBM 01, CK LMBM 02, CT LM 18 E CT LM 20, obtidas do Laboratério de
Micologia (LM) da Universidade Federal da Paraiba — UFPB e do Laboratério de

Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri — URCA.

Drogas e reagentes

Etanol foi utilizado como solvente para obtencdo do extrato e o Dimetilsulféxido (DMSO)
foi usado na primeira diluicdo do extrato. Nistatina e benzoilmetronidazol foram as

drogas de referéncia no teste de modulacdo dos farmacos comerciais.

Meios de cultura

As leveduras foram inicialmente cultivadas em meio sélido Agar Sabouraud Dextrose
(ASD) e depois transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL de solugéo salina
estéril. A concentragdo dos in6culos foi padronizada, comparando-se a turbidez dos
tubos com o padrédo 0,5 da escala de nefelométrica de McFarland, Esse procedimento
forneceu uma suspensédo-padrédo de levedura contendo 1 x 10° células por mL (CLSI,
2002). Nos testes de microdiluicdo o meio utilizado foi o Caldo Sabouraud Dextrose

(CSD).
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Teste de Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Foram preparados tubos eppendorf ® para distribuicdo na placa de microdilui¢ao,
contendo cada um deles com 1,5 mL de solugéo contendo 1350 yL de CSD e 150 yL da
suspensao fangica. A placa foi preenchida adicionando-se 100 pL desta solugcdo em
cada poco (placa de 96 pocos) e em seguida procedendo-se a microdiluicdo seriada
com uma solugéo de 100 pL do produto natural (extrato), variando nas concentracdes
de 1024 a 1 pg/mL, ficando o Ultimo pocgo para controle de crescimento. As placas
foram levadas a incubadora por 24 horas a 35° C (Javadpour et al., 1996). A revelacdo
da CIM foi feita observando-se a turbidez dos pocos. A CIM foi definida como a menor

concentragédo na qual nenhum crescimento foi observado.

Teste de modulacdo da acéo de antifungicos

Para verificar se o extrato exerce efeito modulador da acdo dos antifungicos frente as
leveduras testadas, utilizou-se o método proposto por Coutinho et al. (2008), onde a
solucdo do extrato foi testada em concentracdo sub-inibitéria (CIM/8). Foram
preparados tubos eppendorf® contendo cada um deles 1,5 mL de solugéo contendo
meio de cultura CSD, 150 uyL da suspensdo flngica e o produto natural na
concentragéo CIM/8. Para o controle foram preparados tubos eppendorf® com 1,5 mL
de solucéo contendo 1350 pyL de CSD e 150 pL de suspenséo dos micro-organismos. A
placa foi preenchida adicionando-se 100 uL desta solu¢cdo em cada poc¢o. Em seguida,
100 pL de droga (antifungico) foram misturados ao primeiro poco, procedendo-se a
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microdiluicdo em série, até a penultima cavidade. As concentracdes de antifungicos

variavam gradualmente de 1024 a 1 pg/mL.

Analise estatistica

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata e os resultados de testes
normalizados através do calculo das médias geométricas, erro padrdo da média
geométrica e desvio padrdo geométricos. Os resultados foram comparados através de
analise de variancia (ANOVA) e a comparagdo entre as médias geométricas foi
realizada de acordo com teste de Tukey sendo considerado significativo quando p<0,05

(Matias et al., 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato etandlico de L. venustum foi testado frente a 05 linhagens do género Candida
demonstrando atividade clinicamente relevante para leveduras de C. krusei, CK
LMBMO02, com MIC de 512 pg/mL (Tabela 1). Nos ensaios para verificacdo do efeito
modulador de drogas, o extrato etandlico potencializou o efeito do antifingico nistatina
frente a uma das linhagens de C. tropicalis, a CT LM20, conforme pode ser observado
na tabela 2, onde a CIM da nistatina cai de 32 para 8 pg/mL. Nenhuma mudanca foi
verificada na CIM do benzoilmetronidazol, demonstrando que o extrato ndo exerceu

efeito modulador sobre 0 mesmo. Verificou-se também que a associacdo do extrato
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etandlico com os farmacos nao causou efeito antagbnico em nenhum dos ensaios
realizados, sugerindo ainda que, excetuando-se o caso de sinergismo supracitado, nao
houve interferéncia do produto natural sobre a acdo da nistatina e do

benzoilmetronidazol.

Tabela 1: Concentracdo Inibitéria Minima do Extrato Etandlico das Folhas de

Lygodium venustum (ug/mL)

Cepa testada CA 62 CKO1 CK 02 CT 18 CT 20

CIM do EEFLV >1024 >1024 512 >1024 >1024

CIM: Concentracao Inibitoria Minima; CA: Candida albicans; CK: Candida krusei; CT:

Candida tropicalis; EEFLV: Extrato Etandlico das Folhas de Lygodium venustum

Tabela 2: Efeito modulador de drogas do Extrato Etandlico de Lygodium

venustum
Cepa testada EEFLV + N N EEFLV + B B
CA 62 04 04 >1024 >1024
CKO01 02 02 >1024 >1024
CK 02 02 02 >1024 >1024
CT 18 08 08 >1024 >1024
CT 20 08 32 >1024 >1024

CA: Candida albicans; CK: Candida krusei; CT: Candida tropicalis; EEFLV: Extrato

Etandlico das Folhas de Lygodium venustum; N: Nistatina; B: Benzoilmetronidazol
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Em andlise fitoquimica realizada em estudos anteriores foi constatado que L. venustum
apresenta em sua composicdo constituintes quimicos da classe dos flavonoides,
taninos e alcaloides, entre outros (Morais-Braga et al., 2012b). A realizagcdo de um
screening por compostos fenolicos e flavonoides (Morais-Braga et al., 2012a) revelou a
presenca de acidos fendlicos como os &cidos gélico (0,17%), clorogénico (0,51%) e
cafeico (0,29%) e dos flavonodides rutina (0,32%) e quercetina (0,60%) e dessa forma,
evidenciou-se que o0s constituintes majoritarios da samambaia s&o, portanto, a

quercetina e o acido clorogénico.

Dados da literatura mostram que, dos constituintes encontrados em maiores
percentuais, a quercetina ndo demonstrou atividade antifangica quando testada contra
as linhagens padréo de C. albicans ATCC 40227 e C. krusei ATCC 6538 (Veras et al.,
2011). O mesmo ocorreu com a rutina, qguando, em ensaio microbiolégico, foi verificado
qgue o flavonoide ndo demonstrou efeito contra as mesmas linhagens padrao de C.
albicans, C. krusei e a linhagem C. tropicalis (ATCC 13803), apresentando MIC igual ao
controle feito com DMSO, no qual foi diluido (Araruna et al., 2012). JA4 o &cido
clorogénico, bem como seus derivados, demonstrou atividade antifingica contra
leveduras do género Candida (Lee et al., 2008, Daneshtalab, 2008) tendo como
mecanismo de a¢do a perturbacgdo estrutura da membrana fangica (Sung & Lee, 2010).
Estes trabalhos indicam, entretanto, que a acao antifingica ndo teve o mesmo potencial
para todos o0s micro-organismos testados. Cada micro-organismo tem a sua
especificidade genética e isso € consideravel para explicar a divergéncia de graus de

atividade nos resultados.
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Morais-Braga et al. (2012b) pesquisando o efeito antifungico de L. venustum, testaram
0 extrato etandlico frente a linhagens padrdo de C. albicans ATCC40006, C. krusei
ATCC2538 e C. tropicalis ATCC40042, entretanto ndo obtiveram nenhum efeito
clinicamente relevante, sendo todos os resultados 21024 pg/mL. Nos ensaios de
modulacdo ndo houve sinergismo nem antagonismo quando o extrato foi associado aos
farmacos comerciais nistatina, anfotericina B, mebendazol e benzoilmetronidazol.

A atividade antifungica do extrato etandlico de L. venustum contra a linhagem de C.
krusei LMBMO02 apresentada neste estudo pode ser atribuida ao efeito do acido
clorogénico sobre a célula desta levedura e a diversidade genética pode explicar o fato
de apenas uma das linhagens de C. krusei ter sido afetada. Igual situacdo é
apresentada na modulacdo, onde, de duas linhagens de C. tropicalis ensaiadas, s se
verifica efeito sobre a CT LM20. Neste caso, a potencializacdo da nistatina também
pode ser explicada pela atuacdo do &cido clorogénico quando, apds diminuir a
estabilidade da membrana, favoreceu a entrada deste antifingico que passou a ter

efeito sobre o micro-organismo em menor concentragéo.

O extrato etandlico da samambaia L. venustum apresenta potencial antifingico, e
modulador de farmaco comercial. Este estudo, portanto, indica que o produto natural
tem efeito sobre algumas linhagens de fungos do género Candida, validando
cientificamente o potencial da espécie, junto ao uso popular. Entretanto, estudos mais
aprofundados sdo necessarios para verificagdo da viabilidade e seguranca terapéutica

deste produto natural.
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