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PERFIL QUIMICO E ESTUDO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO E MODULADOR
DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE Hancornia speciosa GOMES
(APOCYNACEAE)

Wallace Pereira Ribeiro!; Aracélio Viana Colares?

RESUMO

O objetivo deste presente trabalho foi identificar os componentes quimicos por meio da
prospeccao fitoquimica qualitativa e avaliar o potencial antifungico e modulador do extrato
etandlico das folhas de Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae). Para a preparagdo do
extrato etanolico as folhas de H.speciosa foram secas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz
solar direta, por aproximadamente 7 dias. Em seguida foram trituradas e submetidas a extragao
a frio com etanol (PA) por 72 horas para obtengdo do extrato bruto. O extrato bruto foi
submetido a uma série de reacdes de caracterizagdo fitoquimica para detec¢do da presenca de
metabolitos secundarios. A atividade antifungica e moduladora do extrato etanolico das folhas
com o fluconazol foi realizada frente a cepas padrao de Candida albicans, Candida tropicalis
e Candida krusei através da técnica de microdiluicdo. Na prospeccao fitoquimica foram
identificados fenois, taninos, leucoantocianidinas, Catequinas, flavonas e triterpenos no extrato
etandlico das folhas O extrato etanolico das folhas de H.speciosa nao revelou nenhuma
atividade antifungica e moduladora frente as cepas fungicas testadas, onde houve o
antagonismo que pode ter sido adquirido por compostos do metabolismo secundério presentes
no extrato etanolico. Conclui-se que nos testes antifungicos, nao houve a¢ao antifingica a partir
do extrato etanolico das folhas e quando modulado com o antifungico fluconazol observou-se
uma agao antagonica.

Palavras-chave: Antifungico. Hancornia speciosa. Extrato.

CHEMICAL PROFILE AND STUDY OF THE ANTIFUNGIC POTENTIAL AND
MODULATOR OF THE ETHANOLIC EXTRACT OF THE LEAVES OF Hancornia
speciosa GOMES (APOCYNACEAE)

ABSTRACT

The objective of this work was to identify the chemical components through qualitative
phytochemical prospection and to evaluate the antifungal and modulatory potential of the
ethanolic extract of the leaves of Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae). For the
preparation of the ethanolic extract the leaves of H.speciosa were dried at room temperature
under direct sunlight for approximately 7 days. Then they were ground and subjected to cold
extraction with ethanol (PA) for 72 hours to obtain the crude extract. The crude extract was
submitted to a series of phytochemical characterization reactions to detect the presence of
secondary metabolites. The antifungal and modulatory activity of leaf ethanol extract with
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fluconazole was performed against standard strains of Candida albicans, Candida tropicalis and
Candida krusei by the microdilution technique. In phytochemical prospecting, phenols, tannins,
leucoantocyanidins, catechins, flavones and triterpenes were identified in the ethanolic extract
of the leaves. The ethanolic extract of the leaves of H.speciosa did not reveal any antifungal
and modulatory activity against the tested fungal strains, where there was antagonism been
acquired by secondary metabolism compounds present in the ethanolic extract. It was
concluded that in the antifungal tests, there was no antifungal action from the ethanolic extract
of the leaves and when modulated with the antifungal fluconazole an antagonistic action was
observed.

1 INTRODUCAO

Diversos tipos de plantas sdo utilizados como fitoterapicos. Essa pratica ¢ muito antiga
e vem sendo atualmente adotada pela populacdo. Mesmo com farmacos bastante especificos e
competentes, o uso de constituintes vegetais como meio de tratamento ¢ grande e por isso
desperta atencao especial de pesquisadores que sintetiza-os buscando descobrir suas
propriedades terapéuticas (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007).

Extratos e 6leos essenciais, mostram-se fundamentais na criagdo de novos fitoterapicos
contra a evolucdo dos microrganismos. Entre esses microrganismos principalmente estdo
incluidos os fungos filamentosos, leveduras e bactérias que sao uns dos principais motivos pela
busca desses compostos devido ao seu potencial de resisténcia (DUARTE, 2006).

Nesse sentido tem-se Hancornia speciosa conhecida como mangaba que ¢ uma arvore
nativa brasileira, espalhada por varios estados principalmente no Nordeste. O fruto ¢ consumido
e apreciando no Nordeste por seu sabor levemente acido além de ser utilizado para sucos e até
sorvete. A mangabeira ¢ uma arvore grande podendo atingir até 15 metros de altura, sua casca
apresenta latex que ¢ estudado principalmente pela presenca de compostos ativos
(BITENCOURT, 2015).

A mangabeira em alguns estados esta relacionada com a economia, pois seus frutos sao
vendidos, ou sdo produzidos outros meios alimenticios como sorvetes. O latex ¢ utilizado na
produgdo de borracha, e até uso terapéutico no tratamento de tuberculose e ulceragdes junto
com extratos das suas folhas, que na medicina popular sdo usados para disturbios gastricos,
dermatoses, micoses, cicatrizacao, inflamagdo e possuem atividade antioxidante. Essas
caracteristicas tanto terapéuticas como econOmicas aumentam a busca e exploracdo dessa
espécie (MAIA, 2016).

O género Candida possui varias espécies, entre as principais estdo as cepas Candida
albicans, Candida krusei e Candida tropicalis. Essas espécies habitam principalmente a

microbiota normal da pele e mucosas dos seres humanos. Porem apesar de fazerem parte da



microbiota normal esses microrganismos sao oportunistas, ou seja, eles podem causar infecgoes
locais ou sistémicas. Entre o género de mais importancia clinica, esta a Candida albicans, que
causa infecgdes sistémicas que podem levar o portador a 6bito, e isso ocorro principalmente
quando hd um desequilibrio do sistema imune do hospedeiro (HOFFMANN et al., 2013;
NGUYEN; VISCOGLIOSI; DELHAES, 2015). Dentre os fatores envolvidos em infecgdes
fingicas, uma das pontes para isso seria uso de cateteres intravenosos a longo prazo, periodo
de tratamento duradouro em hospital, e a principal que ¢ a imunossupressao (EGGIMANN et
al., 2015; SILVA; DIAZ; FEBRE, 2012).

O presente trabalho teve como objetivo identificar compostos por meio da prospecc¢ao
fitoquimica e avaliar o potencial antifungico e modulador do extrato etanolico das folhas de
Hancornia speciosa Gomes frente a cepas fungicas de Candida albicans, Candida krusei e

Candida tropicalis

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 TTIPO DE ESTUDO

Este trabalho trata-se de um estudo experimental, longitudinal, quantitativo e

qualitativo.

2.2 MATERIAL VEGETAL

As folhas da espécie Hancornia speciosa foram coletadas em agosto de 2018 no
municipio de Barbalha — CE (07°23°00,1"'S e 39°12716,2""W). A identifica¢do botanica foi
feita pela Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Regional do Cariri — URCA e o depdsito da exsicata realizado no Herbario
Caririense Dardano de Andrade Lima — HCDAL da mesma institui¢do, sob o numero de registro

13.574.

2.3 PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO

As folhas de Hancornia speciosa foram secas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz
solar direta, por aproximadamente 7 dias. Em seguida foram trituradas e submetidas a extragao

a frio com etanol (PA) por 72 horas. Apds extragdo dos constituintes o extrato resultante foi



colocado em evaporador rotativo (BUNCHI) sob pressio reduzida, em temperaturas inferiores

a 40°C, com o objetivo de evaporar o solvente e obter o extrato bruto.

2.4 PROSPECCAO FITOQUIMICA

O extrato bruto foi submetido a uma série de rea¢des de caracterizacdo fitoquimica para
deteccao da presenga de metabolitos secundarios como compostos fenolicos, flavonoides,
taninos, triterpenos, dentre outros segundo metodologia descrita por Simdes et al. (2000) e

Matos (1997).

2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA, MODULATORIA E
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA

2.5.1 Ensaios Antifungicos: Preparo da Soluc¢ao Inicial e de Teste

O preparo da solucdo inicial das amostras foi efetuado pesando-se 10 mg do extrato e
diluindo em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO — Merck, Darmstadt, Alemanha), para a
obtencdo de uma concentracdo inicial. A partir desta concentragdo, foi realizada diluigdo em

agua destilada estéril a fim de atingir a concentracdo de 16 384 png/mL (solugdo teste).

2.5.2 Linhagens, Drogas Utilizadas e Meios de Cultura

Os microrganismos utilizados nos testes de sensibilidade aos produtos naturais foram
obtidos do Laboratorio de Micologia (LM) da Universidade Federal da Paraiba — UFPB e do
Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do
Cariri — URCA. Foram utilizadas trés linhagens padrao de leveduras CA 40006, CT 40042 e
CK 40095. O fluconazol foi utilizado como droga de referéncia no teste de modulagdao do

farmaco comercial.

2.5.3 Inoculo

Todas as linhagens foram inicialmente mantidas em tubos de ensaio contendo ASD
inclinado, sob refrigeragdo (8 °C), no Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular -
LMBM da Universidade Regional do Cariri. Para o teste da Concentra¢ao Fungicida Minima

(CFM), na preparacao do indculo dos fungos, inicialmente os isolados foram cultivados em



meio ASD vertido em placa de Petri a 37 °C por 24 horas (overnight). A partir destas, foram
preparadas suspensdes dos microrganismos em tubos contendo 3 mL de solucdo estéril (NaCl
a 0,9%). Em seguida, essas suspensdes foram agitadas com auxilio do aparelho vortex e a
turbidez foi comparada e ajustada aquela apresentada pela suspensao de sulfato de bario do tubo
0,5 da escala de McFarland, a qual corresponde a um in6culo de aproximadamente 10° unidades

formadoras de colonias/mL — UFC/mL (SOUZA et al., 2007).

2.5.4 Determinac¢ao da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A determinacdo da CFM do extrato foi realizada pela técnica de microdiluigdo,
utilizando placas contendo 96 cavidades com fundo chato e em triplicata (ELOFF, 1998;
SOUZA et al., 2007). Para distribuicao na placa de microdilui¢ao foram preparados tubos
eppendorf ® contendo cada um deles 1,5 mL de solugdo contendo 1350 pL de CSD duplamente
concentrado e 150 pL da suspensdo fungica. A placa foi preenchida no sentido numérico
adicionando-se 100 pL desta solucdo em cada poco (placa de 96 pocos) e em seguida
procedendo-se a microdiluicdo seriada com a solugdo de 100 pl. do produto natural
(JAVADPOUR et al., 1996). Variando nas concentragdes de 8192 a 4 ng/mL. As placas foram
levadas a estufa por 24 h a 37 °C. A revelacao da CFM foi feita pela observa¢ao do ELISA. Foi
definido a CFM para os produtos testados, como a menor concentragdo capaz de inibir
visualmente o crescimento fungico verificado nos orificios, quando comparado com o

crescimento controle.

2.5.5 Teste de Modulag¢ao do Fluconazol

A solucao contendo o extrato foi testada em concentracao sub-inibitoria (CFM/16). O
volume de 100 pL de uma solug¢do contendo CSD, 10% do inéculo e produto natural foram
distribuidos em cada poco no sentido alfabético da placa. Logo apds, 100 uL. de cada
antifungico, individualmente, foi misturado ao primeiro poco, procedendo a microdiluicdo em
série, numa propor¢dao de 1:1 até a penultima cavidade, a ultima cavidade foi usada para
controle de crescimento fingico. As concentragdes do antifingico variaram gradualmente de
512 a 0,5 pg/mL (COUTINHO et al., 2008). Foram utilizados controles de diluicdo dos
produtos naturais, onde o indculo foi substituido por salina, € o controle de esterilidade do meio.
A leitura foi feita em espectrofotdmetro, com comprimento de onda de 630 nm, ELISA

Termoplate®.



2.6 ANALISES ESTATISTICAS

As determinagdes foram feitas em triplicata e os resultados normalizados através dos
calculos das medias geométricas. Os resultados foram comparados através da andlise de
variancia (ANOVA) e a comparagdo entre as medias geométricas foi realizada de acordo com

teste de Tukey sendo considerado significativo quando p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A prospeccao fitoquimica do extrato etanolico da H. speciosa revelou a presenga dos

metabolitos secundarios mostrados na tabela 1.

Tabela 1 - Prospeccao fitoquimica do EEHs (extrato etandlico de Hancornia speciosa).

EXTRATO 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

EEHs T T+ - - . + 1 + - + - _

1 — Fenois; 2 — Taninos; 3 — Antocianinas; 4 — Antocianidinas; 5 — Flavonoides; 6 — Leucoantocianidinas; 7 —
Catequinas; 8 — Flavonas; 9 — Xantonas; 10 — Triterpenos; 11 — Saponinas; 12 — Alcaldéides. EEHs: Extrato

Etandlico de Hancornia speciosa. Fonte: Proprio Autor (2018)

Oliveira; Lima (2017) identificaram varios compostos do metabolismo secundario do
extrato etanolico de Bauhinia forficata L.E, onde foram observados alcaloides, glicosideos,
cumarinas, flavonoides, taninos, saponinas, triterpenos e elucidaram a funcao de cada composto
identificado, que pode ter uma agdo de “po¢do” magica, mais também pode ter uma agao
contraria por meio de interferéncias.

Bierhals et al. (2009) comprovou que a elevada quantidade de compostos fendlicos e
seus variantes diminuem a velocidade do crescimento fingico pela inativagdo do sistema
enzimatico destes microrganismos, € cita também que a quantidade de compostos fendlicos
presentes em produtos naturais estd diretamente proporcional com a inibi¢do do crescimento
fingico, pois em alguns desses produtos naturais dever conter uma concentracdo menor de

fenois, e uma alta concentragdo de outros compostos.
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Figura 1 — Efeito antifingico do extrato etanolico de Hancornia speciosa em combinagao
com o Fluconazol frente a diferentes cepas do fungo Candida. EEHs: Extrato Etanolico de
Hancornia speciosa. FCZ: Fluconazol; CA: Candida albicans; CK: Candida krusei; CT:
Candida tropicalis Fonte: Proprio Autor (2018)
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O EEHs (extrato etanolico das folhas de H. speciosa) ndo obteve resultados em relacao
inibicao do crescimento das cepas fungicas de Candidade albicans, Candida Krusei e Candida
tropicalis (grafico 1). Observa-se que apenas o fluconazol isoladamente teve uma agao
inibitoria, nas cepas fingicas testadas, em comparacdo com o extrato que necessitaria de 8192
ng/ml para ter uma agdo na cepa de CA, e nas cepas de CK e CT nem em concentragdes altas
o EEHs foi efetivo, e na modulacao do FCZ + EEHs observou-se antagonismo.

Os testes de sensibilidade a fungos nao € uma pratica aplicada rotineiramente, pois a

maioria dos estudos sdo voltados para avaliagio de atividade antibacteriana pela sua
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importancia na clinica devido a resisténcia. Contudo existe alguns fungos que estdo adquirindo

um grau de resisténcia grande em relag@o a antifingicos comerciais (ALVES, 2006).

Tabela 2: ICso do extrato etandlico das folhas de Hancornia speciosa frente a diferentes cepas de

Candida.

ICso pg/Ml
Produto CA INCQS 40006 CK INCQS 40095 CT INCQS 40042
Fluconazol (FCZ) 4,84 +0.025" 39,83 £ 0.0278 4,16 +0.019"
EEHs 3342 +£0.031 3264 +£0.016 837 £ 0.047
FCZ + EEHs 9,43 +0.041%* 187,73 £ 0.029" 6,81 +0.053"

*Valores de ICso com diferenga estatisticamente significativa (p<0,01) quando comparado com o antifingico comercial,

Fluconazol (FZC). Fonte: Proprio Autor (2018)

A IC50 do extrato de H.speciosa foi maior em todas as cepas flingicas quando
comparado com o antifingico comercial isolado.

Nos testes de modulacao o EEHs apresentou agdo antagénica quando modulado com o
antibiotico comercial frente as cepas de candida testadas. A presenca de alguns compostos
identificados na prospeccao fitoquimica, (tabela 1) podem interferir na acdo antifingica,
causando um efeito antagonico e reduzindo a a¢do do antifiingico.

Molina et al. (2010) afirmam que em relagdo a resisténcia obtida por fungos, ¢ raro
encontrar casos desse tipo de evolucao comparado com a resisténcia de bactérias. Porém, a
baixa atividade de alguns farmacos contra algumas espécies de Candida pode aumentar a
duracdo do tratamento, e isso pode ser um fator importante para outras espécies do fungo que
habitam a microbiota que podem adquirir resisténcia também, como exemplo temos Candida
krusei e Candida tropicalis, que apresentam resisténcia ao farmaco fluconazol.

Canton; Onofre (2010) realizaram testes em relagdo a interferéncia de extratos e 6leos
essenciais na atividade de alguns fdrmacos, e comprovaram que a presenca desses compostos
que interferem na agdo desses farmacos em relagdo a alguns microrganismos, ou seja existe

varios interferentes em relagdo a microrganismos, nao so interferéncias na classe de compostos
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do metabolismo secundario da planta, mais como também a capacidade desses compostos de
reagir com o farmaco e causar um efeito antagdnico.

Embora a literatura citar atividades antimicrobianas de outras partes da mangabeira, em
especial o latex, o presente estudo mostrou que o extrato etanodlico das folhas dessa espécie
obteve resultado antagénico em relacdo as espécies fungicas de CK, CT e CA. Um fator
importante ¢ conhecer a composicao quimica dos vegetais estudados e relacionar com o tipo de
microrganismo a ser testado, a partir do estudo fitoquimico dos vegetais ¢ possivel observar
previamente as classes de principios ativos € compostos presentes na planta e a partir disso
correlacionar e observar qual composto em especial ¢ eficaz e qual composto € interferente

(LOBO, et al., 2010).

4 CONCLUSAO

. O extrato etandlico das folhas de Hancornia speciosa Gomes apresentou atividade
antifingica antagonica frente as cepas padrao de Candida utilizadas, podendo ter ocorrido uma
interferéncia de alguns compostos do metabolismo secundario em relagdo ao fArmaco no teste
de modulagao.

Nesse sentindo, os resultados apresentados sugerem a possibilidade de continuagao da
pesquisa a fim de se direcionar a purificagdo e o isolamento de compostos metabolicos vegetais

que estejam atuando diretamente no antagonismo observado nesses ensaios preliminares.
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