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Candida spp.

(Resumo: A espécie vegetal Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis subsp. verticillata € conhecida como "Insulina vegetal" D
utilizada na medicina popular no tratamento da diabetes mellitus. O paciente diabético tem maior risco de infecgbes urinarias e
Candida spp. € o principal género envolvido. Avaliou-se a atividade antifungica do extrato hidroalcodlico e de suas fragbes frente a
Candida albicans ATCC 18804, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida tropicalis ATCC 750. Os
resultados obtidos indicaram que folhas de C. verticillata verticillata tém potencial antifingico promissor nas fragées diclorometano
e cloroférmio, com concentragéo inibitéria minima de 125 ug/mL em C. krusei e em C. tropicalis respectivamente. Sao necessarios
novos testes com constituintes quimicos isolados dessas fragdes, buscando atividade superior na inibicdo do crescimento de

calavras-chave: Candida spp; Cissus verticillata; Atividade antifungica )

(Abstract: The specie Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis subsp. verticillata is known as "Vegetable insulin" and is useD
in popular medicine for the treatment of diabetes mellitus. The diabetic patient has a greater risk of urinary infections, and Candida
spp. is the main gender involved. Was evaluated, the antifungal activity of the hydroalcoholic extract and its fractions against
Candida albicans ATCC 18804, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 and Candida tropicalis ATCC 750.
The results indicated that leaves of C. verticillata verticillata has promising potential antifungal in fractions diclormetano and
chloroform, with minimum inhibitory concentration of 125 ug/mL in C. krusei and C. tropicalis respectively. We need new tests with
chemical constituents of these fractions isolated, seeking higher activity in inhibiting the growth of Candida spp.

((eywords: Candida spp; Cissus verticillata; Antifungal activity

_J

INTRODUGCAO

A espécie vegetal Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E.
Jarvis subsp. verticillata é conhecida popularmente como insu-
lina vegetal cortina japonesa, cipo-puca® e anil trepador;©®
O cha das folhas ¢ utilizado na medicina popular no tratamento
da diabetes mellitus.® A diabetes mellitus atinge cerca de 177
milhdes de pessoas no mundo e estima-se que este numero
devera dobrar até 2030. Aproximadamente 4 milhdes de
mortes ao ano séo atribuiveis as complicagdes da diabetes e
os custos em atencéo ao paciente diabético variam de 2,5% a
15% dos orgamentos anuais de saude. O Brasil esta entre os
dez paises com maior numero de pacientes diabéticos
segundo a Organizagdo Pan-Americana de Saude, 2003.®

O paciente com diabetes mellitus tem maior risco de
infecgbes urinarias e Candida spp. é o principal género envol-

vido. Dentre as espécies desse género, Candida albicans é a
principal responsavel pelas infecgbes flingicas.(” Existem ou-
tras espécies inseridas no género Candida como C. guillier-
mondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. stellatoidea, C. tropicalis,
que também podem estar envolvidas na etiologia da candi-
diase.®

As infeccdes oportunistas em Dermatologia, nos pai-
ses desenvolvidos (tropicais e subtropicais) tém como pato-
genos mais frequentes fungos dermatdfitos e a levedura
Candida spp.®

Com frequéncia, as infec¢des fungicas sao de dificil trata-
mento e, considerando a resisténcia das leveduras perten-
centes ao género Candida frente aos antifungicos atualmen-
te utilizados,® torna-se importante a busca de novos com-
postos antifungicos de origem vegetal que possam auxiliar a
terapéutica.
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Atividade antifungica das folhas de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis subsp. verticillata frente a Candida albicans,

Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis

MATERIAL E METODOS

Coleta, identificacdo do material vegetal, preparacdo
e fracionamento do extrato

As folhas de C. verticillata verticillata utilizadas no estu-
do foram coletadas no bairro Anténio Dias, Ouro Preto, Minas
Gerais, no més de julho de 2007, no periodo da manha. Con-
feccionou-se exsicata, que foi identificada pelo especialista
Dr. Julio Anténio Lombardi, da Unesp, Rio Claro, e depositada
no Herbario José Badini da Universidade Federal de Ouro
Preto (Oupr 20570).

As folhas coletadas foram selecionadas, passadas em
agua corrente, dispostas em papel absorvente a fim de retirar
0 excesso de agua e posteriormente colocadas em estufa
com ventilagédo forgada, Fabbe modelo 171, a 45°C, até peso
constante.

O extrato vegetal hidroalcodlico das folhas (EHA) foi
preparado por meio do método de remaceragdo.(” As folhas
secas de C. verticillata verticillata foram deixadas em repouso
direto em solvente agualetanol 1:1 por 72 horas. Apds esse
periodo filtrou-se o extrato em gaze. O procedimento foi
realizado repetidas vezes até a extracdo do material vegetal.

O EHA foi seco em evaporador rotatério (Buchi, R114,
Suica) a presséo reduzida, até consisténcia resinosa. Poste-
riormente foi seco em liofilizador (Metal-Lux, Diviséo de vacuo,
Brasil), até a obtencéo do liofilizado.

O EHA foi fracionado através de particao liquido-liquido
(Figura 1). Dessa forma, dissolveu-se o EHA em agua desti-
lada, uma parte do extrato foi insoluvel em agua, formando o
precipitado 1 (P1). Com fase aquosa iniciou-se a partigdo
utilizando-se os solventes hexano, diclorometano, cloroférmio
e acetato de etila, formando respectivamente as fragbes FH,
FD, FC e FA (Figura 1).

[EXTRATO HIDROALCOOLICO - EHA ]

Agua
Filtracao

Hexano

EHA - Extrato hidroalcodlico
P1 - Precipitado 1

FH - Fragado hexano

FD - Frag&o diclorometano
FC - Fragao cloroférmio

FA - Fracéo acetato de etila

Faq - Fase aquosa

Figura 1 - Esquema do fracionamento do extrato hidroalcodlico das
folhas de C. verticillata verticillata
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Preparo das amostras

O EHA, P1, e as fragdes FH, FD, FC e FA constituiram as
amostras de analise. Mentol (M) e os antifungicos cetoconazol
(Janssen-Cilag) e fluconazol (Pfizer) os controles de refe-
réncia.(12

Todas as amostras foram solubilizadas em DMSO
(Merck), na concentracéo de 1% do volume da solugado mae,
a excegdo do fluconazol que foi diluido em agua destilada
esterilizada. A partir dessas solugdes foi procedida a prepa-
racao de diluigdes seriadas das amostras em meio de cul-
tura RPMI-1640 (Sigma) conforme a metodologia emprega-
da (Clinical Laboratory Standars Institute CLSI - documento
M27-A3).03)

As concentracdes testadas corresponderam as faixas
intervalares entre 1 a 512 pg/mL para amostras e mentol;
0,015 a 8 pyg/mL para cetoconazol e 0,125 a 64 pyg/mL para
fluconazol.

Microrganismos utilizados e preparagcdo dos inéculos

Foram utilizadas as espécies Candida albicans ATCC
18804, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis
ATCC 22019 e Candida tropicalis ATCC 750 pertencentes ao
Laboratério de Micologia da Escola de Farmacia da Univer-
sidade Federal de Ouro Preto.

No crescimento e manutencgéo das culturas de C. albi-
cans, C.krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis foi utilizado o
meio Sabouraud dextrose (Himedia, Munbai - india).

As amostras de Candida spp. foram cultivadas em tu-
bos contendo meio Sabouraud sdlido e incubadas a 28°C
durante 24 horas. A massa de células obtida foi recolhida
assepticamente com alga esterilizada e ressuspensa em
tubos contendo 5 mL de solugado salina 0,85% estéril. O
inéculo foi preparado com cerca de 108 unidades formado-
ras de coldnia por mL (UFC/mL), equivalente a escala de
turvacao 0,5 da escala MacFarland.

Determinagdo da concentragéo inibitéria minima (CIM)

A determinacao da CIM foi realizada segundo protoco-
lo M27-A3 do CLSI, em microplacas com 96 pocos. Em
cada orificio foram dispensados 100 pyL da amostra teste e
100 pL do inéculo de cada espécie de Candida spp., perfa-
zendo volume final de 200 pL em cada pogo. Todas as con-
centragbes foram testadas em duplicata. As placas foram
incubadas a 28°C e as leituras foram realizadas apds 48
horas.

As CIMs foram obtidas por leitura visual e expressas
em reducdo de crescimento, comparadas ao controle positi-
vo, sendo de 80% em fluconazol e cetoconazol e 100% no
mentol12 e nas amostras.("

RESULTADOS

O extrato hidroalcodlico (EHA) das folhas de C. verti-
cillata verticillata, o precipitado 1 (P1), a fragdo diclorome-
tano (FD), cloroférmio (FC), acetato de etila (FA) e o mentol
(M) inibiram o crescimento fungico conforme descrito na
Tabela 1.
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Tabela 1 - Concentragao inibitéria minima do extrato hidroalcodlico e
fracdes de C. verticillata verticillata pelo método de microdiluicdo em
placa.

Concentragao Inibitoria Minima (ug/mL)
EHA P1 FD FC FA M Flu Ceto

18804 256 256 256 256 256 256 2 0,25
6258 256 512 125 256 256 125 4 0,25
C. parapsilosis 22019 256 512 256 256 256 256 4 0,25
C. tropicalis 750 256 512 256 125 256 256 >64 4

EHA = Extrato hidroalcodlico; P1 = Precipitado 1; FD = Fragao diclorometano;
FC = Fracgéo cloroférmio; FA = Fragéo acetato; M = Mentol; Flu = Fluconazol;
Ceto = Cetoconazol

Microorganismos ATCC

C. albicans
C. krusei

DISCUSSAO

Dentre as amostras testadas pelo método de micro-
diluicdo em placa, as fragdes FD e FC tiveram os resultados
mais significativos com CIM de 125 pg/mL em C. krusei e em
C. tropicalis respectivamente. O perfil de inibicdo do cresci-
mento da FD foi igual ao perfil de inibicdo do mentol, sendo a
CIM de 256 pg/mL em C. albicans, 125 pg/mL em C. krusei,
256 pyg/mL em C. parapsilosis e 256 pg/mL em C. tropicalis.

Segundo Pereira et al.,(™® o mentol promoveu inibigdo
do desenvolvimento micelial dos fungos Aspergillus niger e
Aspergillus flavus nas concentracdes 1500 e 2000 mg/mL,
respectivamente. A atividade antimicrobiana do mentol pare-
ce estar associada ao carater lipofilico.®

No estudo de Silva et al.,('®) atividade antifungica de C.
verticillata foi relatada nas fragbes cloroférmio e acetato de
etila que continham respectivamente o sesquiterpenoide
biciclogermacreno e resveratrol (3, 4', 5 trihidroxiestilbeno).
Outros compostos como os flavonoides kaempherol, querce-
tina e luteolina foram identificados em folhas de C. sicyoides.?®

No entanto, na fragcdo acetato de etila (FA), a CIM em
Candida spp nao superou as expectativas, embora sejam
detectados nessa fracdo os compostos fendlicos, flavonoi-
des e taninos.

A fracédo acetato de etila das folhas da espécie Pyros-
tegia venusta inibiu o crescimento de Candida albicans na
concentragdo de 300 pg/mL. Detectaram-se em tal espécie
flavonoides e compostos fendlicos.('” O extrato das folhas de
Baccharis dracunculifolia também inibiu o crescimento de
Candida krusei na concentracdo de 65 pug/mL.(® O extrato
aquoso de Serjania erecta teve atividade antifungica contra C.
albicans, C. parapsilosis e C. krusei com CIM de 62,5 pg/mL.
A atividade antifungica deve-se provavelmente a presencga de
flavonoides no extrato.(®

N&o existe consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel
nos produtos naturais quando comparados com antifungicos
padroes; dessa forma, Aligianis et al.?” propuseram a classi-
ficacdo dos materiais vegetais com base nos resultados de
CIM, considerando como forte inibicdo a CIM até 500 pg/mL;
inibicdo moderada a CIM entre 600 e 1500 pg/mL e como
fraca inibicdo a CIM acima de 1600 pg/mL.

No trabalho de Magina et al.?" foram considerados ativos
os extratos de Eugenias sp. com CIM menor que 1000 pg/mL,
e muito ativos os extratos com CIM inferior a 100 pg/mL. Dessa
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forma, nas amostras testadas, as CIMs foram todas inferiores
a 512 pg/mL, podendo portanto, serem consideradas ativas.

CONCLUSAO

Os dados obtidos nesse estudo indicaram que folhas
de C. verticillata verticillata tém potencial antifungico promis-
sor nas fragdes diclorometano e cloroférmio. Sdo necessari-
0s novos testes com constituintes quimicos isolados dessas
fracbes, buscando atividade superior na inibicdo do cresci-
mento de Candida spp.
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