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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo determinar o perfil fitoquimico e a atividade
antifingica da fracdo hexanica de M. baturitensis contra espécies de Candida spp.
Inicialmente, realizou-se o teste fitoquimico com reagdes quimicas para deteccao
das principais classes de metabdlitos secundarios e na sequéncia foi realizado o teste
antifingico por meio da técnica de microdiluicdo em caldo contra duas espécies de
Candida. A fracdo hexanica de M. baturitensis apresentou fenobis, taninos,
flavonoides, saponinas e esteroides em sua composicdo, sendo verificada também
atividade antifingica frente as leveduras estudadas. Estes resultados corroboram
outros achados na literatura que verificaram metabolitos secundarios para outras
espécies pertencentes ao género Mitracarpus, bem como atividade antimicrobiana,
revelando, desta forma, potencialidade para esta espécie e evidenciando a
importancia de estudos futuros sobre os seus aspectos quimicos e biologicos.

Palavras-chave: Spermacoceae. Bioprospeccdo. Metabolitos. Fitoquimicos.
Antiflngicos.

ABSTRACT

The present work aimed to determine the phytochemical profile and antifungal
activity of the hexanic fraction of M. baturitensis against Candida spp. Initially, the
phytochemical test was carried out through chemical reactions to detect the main
classes of secondary metabolites and in the sequence the antifungal test was carried
out using the broth microdilution technique against two species of Candida spp. The
hexanic fraction of M. baturitensis presented phenols, tannins, flavonoids, saponins
and steroids in its composition, being also verified antifungal activity against yeasts
studied. These results corroborate with other findings in the literature that verified
secondary metabolites for other species belonging to the genus Mitracarpus, as well
as antimicrobial activity. Thus revealing potential for this species, evidencing the
importance of future studies on the chemical and biological aspects for this species.
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INTRODUCAO

Algumas espécies do género Candida fazem parte

da microbiota humana natural. No entanto, estes
organismos podem se tornar patogénicos em
virtude dos fatores de viruléncia presentes no
proprio micro-organismo, devido a baixa imunidade
do individuo. As infeccbes fungicas causadas por
patogenos oportunistas, em especial leveduras do
género Candida spp. sao cada vez mais
recorrentes. Este fato esta muitas vezes associado
ao uso exagerado de terapias antimicrobianas que
desencadearam a resisténcia a multiplas drogas,
gerando, portanto, um obstaculo no tratamento
contra estes patdgenos (SANTOS et al., 2018).

Diante deste emergente problema de salde
publica, torna-se imprescindivel a busca por novos
tratamentos antifungicos adequados. Desse modo,
os produtos naturais para o manejo de doencas
fingicas podem ser considerados como uma
alternativa aos fungicidas sintéticos devido a sua
baixa toxicidade, menor custo e menos efeitos
colaterais. De acordo com a Organizacao Mundial
da Salde (OMS), mais de 80% da populacao mundial
dependem da medicina tradicional para atender
suas principais necessidades de saude (SONY et al.,
2018).

Muitas espécies vegetais sao potenciais fontes
de antifiingicos, em razdo de sua ampla capacidade
biossintética, além de apresentarem uma menor
toxicidade, desde que sejam utilizadas de maneira
correta. Os produtos provenientes de vegetais ricos
em compostos fenolicos vém ganhando destaque
como fonte alternativa de antimicoticos devido ao
aumento do fendmeno de resisténcia dos fungos
aos antiflngicos usualmente utilizados (BUNSKOEK
et al., 2017; IBOUDO et al., 2016; TAJ-ALDEEN et
al., 2016.; SCORZONI et al., 2016; OLIVEIRA,
ALMEIDA, 2016).

Nesse sentido, a flora brasileira, rica em
biodiversidade, constitui uma fonte relativamente
subutilizada e essencialmente muito valiosa,
possibilitando, portanto, a pesquisa por novos
agentes antifungicos derivados de extratos vegetais
e oleos essenciais, tendo em vista o pequeno
arsenal de farmacos existentes para o tratamento
de micoses (SANTOS et al., 2018; MOURA et al.,
2016).

Mitracarpus baturitensis Sucre, popularmente
conhecida como ervancia-do-mato, é uma espécie
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herbacea endémica do Brasil pertencente a familia
Rubiaceae, inserida na tribo Spermacoceae (Figura
1). Ocorre no Distrito Federal e nos estados do
Piaui, Cearda, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Goias e
Mato Grosso, geralmente habitando afloramentos
rochosos nos dominios fitogeograficos da Caatinga
e Cerrado (SOUZA; CABRAL; ZAPPI, 2010). Diversos
fitoconstituintes vegetais de espécies desse género
tém sido estudados, como o acido ursolico e
ursolato de metila, cujos resultados revelaram
haver diversas acbes bioloégicas, tais como
leishmanicida, anti-inflamatorio e antitumoral
(FABRI et al., 2014). Além disso, outros estudos
demostraram que preparacoes obtidas de espécies
do género Mitracarpus apresentaram atividades
antimicrobianas (CAMPOS et al., 2018).

Figura 1 - A e C: Aspectos morfologicos gerais da
Mitracarpus  baturitensis. A: Ramo  com

inflorescéncia. B: Glomérulo; C: Detalhe das flores.
S R ¥

Jordao, Ceara. 2018.
Fonte: Souza (2018).

Mediante a falta de estudos mais aprofundados
sobre o perfil quimico e atividades biologicas para
a referida espécie, e a elevada incidéncia de
infeccoes fungicas e a resisténcia desses
organismos frente ao estreito arsenal de drogas
antifingicas existentes, assim como seus efeitos
colaterais, a importancia deste estudo esta
fundamentado na busca de novas descobertas
sobre o potencial quimico e antifingico de M.
baturitensis. Desse modo, o objetivo do trabalho
foi avaliar o perfil fitoquimico e a atividade
antifungica da fracao hexanica de M. baturitensis
contra espécies do género Candida.

METODOLOGIA

Coleta, identificacdo e preparacdo do material
vegetal

A planta inteira de M. baturitensis foi coletada em

junho de 2018 no sitio Sao Miguel, na localidade de
Serra do Rosario, distrito de Jordao, no municipio
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de Sobral, Ceara, em area de floresta seca, com
afloramentos rochosos, nas coordenadas 03°41°’14”
S, 40°30°24” W, com altitude de 650 m. A
identificacao botanica da espécie foi realizada no
Herbario Francisco José de Abreu Matos (HUVA), da
Universidade Estadual Vale do Acarau-UVA, pelo
professor Dr. Elnatan Bezerra de Souza, sendo o
voucher depositado sob o nimero de tombo HUVA
23376. Para o preparo do extrato, o material
vegetal foi triturado e imerso em etanol e, na
sequéncia, foi filtrado e concentrado em um
evaporador rotativo a 60°C e, apo6s este processo,
foi mantido em banho-maria (40°C) até a
eliminacao total do solvente, obtendo-se o extrato
etandlico (MATOS, 2009). O extrato etandlico foi
solubilizado em agua destilada e submetido a
particdo com hexano e acetato, o que resultou na
fracao hexanica e acetato.

Triagem fitoquimica

Apos a obtencao da fracao hexanica de M.
baturitensis, esta foi submetida a triagem
fitoquimica de acordo com a metodologia descrita
por Matos (2009). Através deste ensaio preliminar,
€ possivel verificar as principais classes de
metabolitos secundarios por meio de reacdes
quimicas que resultam no aparecimento de
coloracao e/ou precipitado, caracterizando cada
classe de substancia. Os ensaios foram conduzidos
para as seguintes classes de substancias: fenadis,
taninos, flavonoides, saponinas, esteroides,
triterpenoides e alcaloides. Todos os testes foram
realizados em triplicata.

Ensaio de Microdiluicdo em caldo

Para o ensaio da determinacao da concentracao
inibitéria minima (CIM) de M. baturitensis, foi
utilizado o método de microdiluicao em caldo, de
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acordo com a metodologia descrita por Fontenelle
et al. (2007), com as normas do protocolo Clinical
Laboratory Standards Insitute (CLSI M27 - A3,
2008). Para este ensaio foram utilizadas duas
espécies de Candida, sendo duas cepas de C.
albicans e duas cepas de C. tropicalis,
provenientes de pacientes da Santa Casa de
Misericordia de Sobral.

Em placas com 96 pocos estéreis, adicionaram-
se inicialmente 100 yL de meio RPMI em todos os
pocos, e posteriormente 10 mg da amostra da
fracao hexanica de M. baturitensis foram diluidos
em 1 mL de Dimetilsufoxido (DMSO) a 5%. Ao final
100 pL dessa solucao foram acrescentados a todos
os pocos da primeira coluna para, em sequéncia,
fazer as diluicoes seriadas. Finalmente, 100 pL do
inoculo foi adicionado aos pocos da placa, sendo
todo este procedimento realizado em duplicata.
Como controle positivo foi utilizada a anfotericina
B. As analises de susceptibilidade de M.
baturitensis foram avaliadas em concentracdes que
variaram de 0,002 a 2,5 mg/mL. As placas foram
cobertas com parafilme e incubadas a 37°C, e a
leitura visual foi realizada apds 48 horas. A CIM é
definida como a menor concentracao da amostra
capaz de inibir 100% do crescimento fungico visivel
(FONTENELLE et al., 2007).

A concentracdao fungicida minima (CFM) foi
determinada por meio da subcultura de 100 pL de
solucdo removida de pocos, sem turbidez, em meio
Agar Batata Dextrose, a 28 °C. A CFM foi
determinada como a menor concentracao que
resultou na auséncia de crescimento na subcultura
apos 48 horas (FONTENELLE et al., 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quadro 1- Triagem fitoquimica da fracao hexanica de M. baturitensis. Fortaleza, Ceara. 2018.

METABOLITOS

Presente: + Ausente: - FH: Fracdo hexanizanica

FH M. baturitensis

Flavonoides

+

Fenois

+

Saponinas

+

Taninos

+

Esteroides

Alcaloides

Triterpenoides

Fonte: Prépria.
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Quadro 2 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Fungicida Minima (CFM) da fracdo hexanica
de M. baturitensis frente as espécies de Candida. Fortaleza, Ceara. 2018.

C. albicans C. albicans C.tropicalis C. tropicalis
Amostra 04 JMOR AFS MSAU
CIM  CFM CIM  CFM CIM  CFM CIM  CFM
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
FH 0,31 0,62 0,62 1,25 0,62 1,25 0,62 1,25
Anfotericina 2,0 yg/mL 2,0 ug/mL 2,0 ug/mL 2,0 yg/mL

Fonte: LABIMIC: Laboratério de Microbiologia; FH- Fracdo hexanica.

Os

atividade antifungica estdao demonstrados nos
Quadros 1 e 2, respectivamente.

Para a triagem fitoquimica, foi possivel
perceber que a FH de M. baturitensis apresentou a
maioria dos metabolitos pesquisados, nao sendo
identificados apenas alcaloides e triterpenoides em
sua composicao. Tal fato pode estar atribuido aos
processos bioquimicos, fisioldgicos, ecologicos e
evolutivos, bem como sazonalidade, periodo
circadiano, idade e desenvolvimento da planta,
além da disponibilidade de nutrientes e agua no
solo. Outros fatores, como o método de coleta,
secagem, acondicionamento e transporte, poderao
implicar também no conteldo dos metabdlitos
secundarios (MIRANDA et al., 2016). Estes fatores
podem explicar as diferencas observadas nos
resultados da avaliacdo fitoquimica da amostra
estudada.

Os resultados encontrados corroboram o estudo
de Fabri et al. (2014) que, ao analisarem o extrato
metandlico das partes aéreas de M. frigidus (Willd.
ex Roem. & Schult.) K. Schum. por meio de analise
de HPLC, foram identificados flavonoides e
substancias fenolicas em sua constituicao. Alguns
estudos tém demonstrado que muitos dos
metabolitos secundarios encontrados na presente
pesquisa possuem alto valor biologico e
farmacologico, apresentando propriedades anti-
inflamatorias, antidiabéticas, antibacterianas,

resultados da triagem fitoquimica e da

com CIM, variando de 0,31 mg/mL a 0,62 mg/mL e
CFM de 0,62 mg/mL a 1,25 mg/mL, com destaque
para C. albicans 04 que apresentou maior
susceptibilidade. Na literatura, nao foram
encontrados estudos do potencial antifungico para
a espécie de M. baturitensis, sendo este o primeiro
relato de estudo de atividade antifingica para a
referida espécie. Entretanto, foi observado efeito
antifingico in vitro e in vivo do extrato metanoélico
de M. frigidus frente a cepa resistente de C.
albicans ATCC 10231 com valor de CIM de 500

pg.ml -1 (CAMPOS et al., 2018).

A atividade antifingica de odleos essenciais e
extratos vegetais esta relacionada a sua
propriedade hidrofébica. Ao entrar em contato
com o fungo, os componentes do extrato ou odleo
interagem com organelas como mitocondria e
também com os lipideos da membrana plasmatica,
alterando a sua permeabilidade e
consequentemente causando disturbios estruturais,
0 que pode promover a exposicao do conteldo
celular, inclusive do nlicleo (GOMES et al., 2016).

Vale ressaltar que esta atividade antifiingica
apresentada pela FH de M. baturitensis podera
estar associada a seus compostos fitoquimicos,
particularmente taninos, flavonoides e substancias
fenolicas os quais ja foram identificados em outra
espécie do género (FABRI et al., 2014). Estes
metabolitos tém recebido atencao pelo fato de que
a maioria deles é capaz de inibir microrganismos e

antivirais, antioxidantes, antialérgicos,  fatores de viruléncia (ARAUJO et al., 2015).
antitumorais citotoxicos, imunomoduladoras, entre Embora nao existam relatos na literatura
outras (BAKARI et al., 2018; BANSODE; SALALKAR, acerca de M. baturitensis sobre seu perfil

2015).

Quanto aos ensaios antifingicos para M.

.....

contra todas as cepas de Candida spp. testadas
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fitoquimico e antifingico, os resultados obtidos
mostram ser uma espécie de grande relevancia
para o isolamento e identificacdo dos compostos
responsaveis por esta atividade. A realizacdo de
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pesquisas in vivo, além de testes de toxicidade sao
imprescindiveis para que os extratos e o0s
compostos isolados da referida espécie possam ser
utilizados, clinicamente, no tratamento de
candidiase, uma vez que o extrato possui
metabolitos secundarios que conferem inibicao
sobre C. albicans.

CONCLUSAO

Os resultados da analise fitoquimica indicaram a
presenca de diferentes classes de metabolitos

espécies de Candida estudadas, evidenciando,
portanto, potencialidade da FH de M. baturitensis.
Recomenda-se que sejam feitos estudos sobre o
isolamento de compostos quimicos presentes na FH
desta espécie, que, bioguiados pelas acoes
antifungicas, poderao ser potenciais inibidores no
tratamento de doencas recorrentes, tais como
candidiases.
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