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Resumo

Objetivo: O objetivo do estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato das folhas e caule de Myrciaria
cauliflora berg. (jabuticabeira) sobre Candida albicans, C. krusei e C. guilliermondii. Método: Os ensaios foram
realizados pelo método da dilui¢io em meio sdlido para a determina¢do da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM). Em estudo comparativo, foi determinada a CIM do digluconato de clorexidina a 0,12%. O teste ocorreu
em duplicata, com andlise descritiva dos resultados. Resultado: O extrato da folha de M. cauliflora produziu
atividade antifingica sobre C. albicans até a dilui¢do 1:2 e sobre C. krusei quando o extrato estava bruto (EB). O
extrato do caule de jabuticabeira apresentou atividade sobre C. albicans até a dilui¢ao 1:2 e sobre C. guilliermondii
e C. krusei até a dilui¢do 1:8. O digluconato de clorexidina produziu atividade antimicrobiana sobre C. albicans até
a dilui¢do 1:32 e C. guilliermondii e C. krusei até a diluigdo 1:64, apresentando desempenho superior aos extratos
testados. Conclusao: Conclui-se que os extratos de M. cauliflora berg. produziram atividade antifingica, e ressalta-
se a importancia de se verificar cientificamente a eficicia de meios terapéuticos alternativos a partir das plantas
medicinais utilizadas popularmente.
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Abstract

Purpose: The aim of this study was to evaluate antimicrobial activity of the bark and leaves of Myrciaria cauliflora
berg. extracts on Candida albicans, C. krusei e C. guilliermondii. Method: The assays had been to dilution in
agar diffusion method to the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) determination. In comparative study,
was determinated the digluconate of chlorexidine (0,12%) MIC. All the tests were performed in duplicate, with
descriptive analysis of the results Result: The leaves extract of M. cauliflora berg. showed antifungal activity upon
C. albicans until the 1:2 dilution and upon C. krusei only when extract is pure. The bark extract of M. cauliflora
berg. showed antifungal activity upon C. albicans until the 1:2 dilution and upon C. guilliermondii and C. krusei
until the 1:8 dilution. The digluconate of chlorexidine showed antimicrobial activity upon C. albicans until the
1:32 dilution and upon C. guilliermondii and C. krusei until the 1:64 dilution, showing performance superior of
extracts. Conclusion: It follows that, the Myrciaria cauliflora berg. extracts produced the antifungal activity and
that suggest a importance of scientifically verify the efficacy of alternative means of treatment from the medicinal
plants used popularly.
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INTRODUCAO

A Candidose oral ¢ a infecgao fingica enddgena que mais
acomete os humanos e geralmente é uma infec¢ao secundaria a
algum outro fator local ou sistémico.'

Fungos do género Candida vivem geralmente em condigoes
saprofitas, estabelecendo um estado de equilibrio ecoldgico
na microbiota oral. Modificagdes desse equilibrio favorecem o
desenvolvimento da a¢do patogénica dos mesmos, produzindo
Candidose.? O principal patégeno implicado no desenvolvimento
de candidose oral é a espécie Candida albicans, um fungo
dimorfico que pode se apresentar sob a forma leveduriforme de
blastoporo (comensal) ou sob a forma micelial de hifa ou pseudo-
hifa (patogénica), produzindo clamidoconidios sob condi¢oes
ambientais especificas.’?

O uso de proteses dentdrias, deficiéncias nutricionais, doengas
metabdlicas, a queda da imunidade do hospedeiro, lesdes em
mucosas, higiene bucal deficiente, e tratamentos prolongados
com antibidticos e corticosterdides sao alguns fatores que
predispdem o surgimento da Candidose Bucal.* Além disso, a
elevada detec¢io de isolados de C. albicans presentes na mucosa
bucal de criangas portadoras de sindrome de Down mostrou a
predisposicdo significativa que estas criangas apresentam a esta
patologia bucal induzida por este fungo leveduriforme.®

Apesar do aumento no numero de antimicdticos comer-
cialmente disponiveis, estes ainda se encontram em desvantagem,
quando comparados as drogas antibacterianas. Além disso, a
resisténcia aos antifingicos tem representado um grande desafio.
Levando isso em consideracio, Batista et al.® (1999), recomendam,
sempre que possivel, o isolamento do agente responsavel pela
infec¢do e a determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima
das drogas passiveis de utilizagdo.

A clorexidina é um detergente cati6nico, uma Bisbiguanida
ndo toxica que é preparada sob a forma de diversos sais, entre eles
o acetato, hidrocloride e o gluconato de clorexidina. E considerada
um antisséptico de amplo espectro que atua sobre bactérias gram
positivas, gram negativas, fungos e leveduras. Quimicamente
classifica-se como digluconato de clorexidina. Segundo Candido
et al.” (1996), a clorexidina é bem mais efetiva do que outros
produtos, no que diz respeito a inibicao de C. albicans. Farias et al.®
(2003) avaliaram in vitro as propriedades antifiingicas da nistatina
em relagéo a clorexidina. O estudo sugere o uso da clorexidina na
prevengdo, tratamento e alternativa complementar no combate da
candidose oral, uma vez que C. albicans puderam ser inibidas.

A ocorréncia de fatores indesejaveis como o surgimento de
resisténcia de algumas cepas aos antifungicos convencionais e a
presenca de efeitos toxicos, ressaltam o interesse em plantas com
propriedades terapéuticas que apresentem eficcia significativa e
menores efeitos colaterais no combate as afec¢des bucais.

O Brasil possui grande potencial para o desenvolvimento
da Fitoterapia aplicada a Odontologia, uma vez que apresenta a
maior diversidade vegetal do mundo e uma potencial fonte de
moléculas bioativas desconhecidas, ampla sociodiversidade e
tecnologia para validar cientificamente este conhecimento.’
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Baseado neste contexto torna-se de grande relevincia a
realizagdo desse estudo, para a avaliagdo da atividade antifingica
de extratos vegetais (folha e caule de Myrciaria cauliflora berg.
- jabuticabeira) no controle de fungos relacionados com a
Candidose Bucal, contribuindo para o desenvolvimento de
novos agentes fitoterapicos que produzam menos agressoes
ao organismo, sejam de baixo custo, possibilitando seu uso na
pratica didria ambulatorial.

METODO

1. Local de Experimento

A pesquisa foi realizada no Laboratdrio de Fitomedicamentos
e Fitocosméticos na Coordenadoria de Ensino de Ciéncias do
Nordeste (CECINE) da Universidade Federal de Pernambuco e no
Laboratorio de Genética de Microrganismos do Departamento de
Biologia Molecular do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza/
CCEN da Universidade Federal da Paraiba.

2. Coleta e Preparo do Material Botdnico

A preparagdo dos extratos de Myrciaria cauliflora berg. (folha
e caule), foi conduzida no Laboratério de Fitomedicamentos e
Fitocosméticos na Coordenadoria de Ensino de Ciéncias do Nor-
deste (CECINE) da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE,
Recife - PE. A matéria prima, folha e caule, da Myrciaria cauliflora
berg. foi adquirida no Municipio de Arcoverde, Recife - PE.

Apos a colheita, as amostras da folha e caule de Myrciaria
caulifloraberg., foram postas para secagem em estufa de ventilagdo
forcada a 40 °C aproximadamente, trituradas manualmente,
maceradas, homogeneizadas, determinada a matéria seca, e
acondicionadas em reservatdrio de vidro estéreis até o seu uso.
Uma fragdo de 100 g do material fresco e macerado, foi colocado
em um cartucho de papel de filtro, previamente tarado, costurado
e submetido a uma extragdo com alcool etilico puro e com acetona,
num sistema Soxhlet (solugdo hidroalcodlica a 80% [v/v]). Os
extratos obtidos, foram concentrados por evaporagdo, a uma
temperatura de 60 (x 5) °C, através de um Evaporador Rotativo
MA 120. Em seguida, os extratos brutos concentrados, foram
levados a uma estufa de ventilagdo for¢ada a 55 °C, por 24 horas,
filtrados em cadinho de vidro sinterizado, de porosidade média,
e acondicionados em recipientes previamente esterilizados,
em capela de fluxo laminar. Os extratos brutos filtrados foram
estocados em ambiente a baixa temperatura (+4 °C), até o seu uso.
Destas amostras foram determinadas as respectivas densidades e a
concentragdo final do residuo de extrato bruto de cada amostra.

3. Linhagens Fiingicas

Foram utilizadas no presente trabalho, amostras de fungos
do género Candida: Candida albicans (ATCC 36.232), C. krusei
(ATCC 34.135) e C. guilliermondii (ATCC 6.260), obtidas
mediantesolicitacdona Fundagido Oswaldo Cruz, e posteriormente
reativadas no Laboratério de Genética de Microrganismos -
Departamento de Biologia Molecular/CCEN/UFPB.
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4. Determinagdo da atividade antifingica dos extratos
hidroalcodlicos de Myrciaria cauliflora berg.

A atividade antimicrobiana em placas foi determinada
através da difusao em meio sélido em placas de Petri, para a
determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos
extratos hidroalcoolicos da folha e caule de Myrciaria cauliflora

berg. sobre as linhagens fingicas."

As linhagens ftngicas foram cultivadas em caldo nutritivo
(BHI - Brain Heart Infusion - DIFCO), incubadas a 37 °C
por 18-20 horas em microaerofilia, através do método da
chama da vela. Placas de Agar Mueller Hinton (DIFCO) foram
preparadas e apds 24 horas (controle de esterilidade), foram
inundadas com solugéo salina inoculada com microrganismos
do overnight em uma concentragdo de 10~ e a seguir, foram
confeccionados orificios padronizados de aproximadamente
6 mm de didmetro. Em cada placa foram confeccionados
cinco orificios que receberam numeragdes que variavam de
1 a 10 as quais corresponderiam a solu¢do do extrato diluida
em agua destilada (Extrato Bruto até 1:512). Apos a colocagéo
de 50 pL das substancias testes, as placas foram incubadas em
estufa bacteriologica a 37 °C por 24 horas. Cada ensaio foi
realizado em duplicata frente a cada linhagem selecionada. O
mesmo procedimento foi utilizado para o controle positivo,
o digluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard®, Colgate-
Palmolive Company, Nova York, EUA).

Foi considerada como CIM a menor concentragio da
substdncia capaz de inibir completamente o crescimento

fangico.

RESULTADO

1. Extrato hidroalcodlico da folha de Myrciaria cauliflora
berg. (jabuticabeira)

Os resultados da Concentragao Inibitéria Minima em
meio so6lido em termo de didmetro dos halos de inibi¢io em
mm do extrato da folha de Mpyrciaria cauliflora berg., estdo
apresentados na Tabela 1. Observa-se que o extrato da folha
de Myrciaria cauliflora berg. apresentou atividade antifungica
frente a Candida albicans e Candida krusei e halos que variaram
de 14 a 17 mm.

2. Extrato hidroalcodlico do caule de Myrciaria cauliflora
berg. (jabuticabeira)

Os resultados da Concentragdo Inibitéria Minima em meio
solido em termo de didmetro dos halos de inibi¢io em mm do
extrato do caule de Myrciaria cauliflora berg., estdo apresentados
na Tabela 2. Observa-se que o extrato do caule de Myrciaria
cauliflora berg. apresentou atividade antifingica frente a todas as

linhagens e halos que variaram de 9 a 20 mm.

DISCUSSAO

Diante da necessidade de se obter novas substdncias com
poder antimicrobiano frente as linhagens fangicas, muitas
pesquisas tém se realizado na Odontologia. A Fitoterapia é uma
opgao viavel e de menor custo para a populagio, seja em clinicas
privadas ou publicas.

O Brasil possui uma variada flora, possibilitando a realizagao
de inumeros estudos cientificos, fornecendo subsidios para
o uso dessa terapia de forma correta e adequada, trazendo a
confiabilidade para comunidade quanto a utilizagdo das plantas
medicinais."!

Os antimicrobianos naturais podem promover um controle
do crescimento desordenado da microbiota oral contornando
transtornos propiciados por cepas resistentes aos antimicrobianos

convencionais.'?

O surgimento de terapias alternativas confiaveis e de baixo
custo poderia proporcionar uma melhora das condi¢des de saade
bucal de boa parte da populacio, aliando-se a terapia, informagao

e estimulagdo & manutencdo da higiene bucal.'*!*

Quanto a andlise do método empregado no presente estudo,
optou-se por avaliar a agdo dos extratos pelo método de difusido
em Agar, por ser um modelo experimental efetivo e de fécil
execugdo, amplamente utilizado e descrito na literatura.'®

Os halos de inibicio obtidos em testes de difusio devem
corresponder aos padrdes definidos como controle positivo. Na
presente pesquisa se adotou a clorexidina 0,12% como controle,
sendo o halo definido como limite minimo para considerar CIM
o tamanho de 8 mm.'®

Este estudo demonstrou a eficacia dos extratos da folha e
caule de Myrciaria cauliflora berg. sobre linhagens fungicas. A
inibigdo do crescimento apresentou-se homogénea, de acordo
com o grau de concentra¢do dos extratos das plantas em estudo,
caracterizando uma diminui¢do progressiva do didmetro dos
halos & medida que a concentragio do extrato era também
reduzida, conforme estd apresentado nas Tabelas 1 e 2.

Os resultados da Concentragdo Inibitéria Minima em meio
solido, em termo de didmetro dos halos de inibicdo em mm do
extrato da folha da Jabuticabeira demonstram que apenas as
amostras ensaiadas frente ao Extrato Bruto e na concentragio
de 1:2 sdo sensiveis a folha de Myrciaria cauliflora berg. Foram
observados halos de inibi¢do com variagdo de 14 a 17 mm. Para
Candida guilliermondii ndo foi verificado a formacao de halos
de inibigdo e atividade inibitéria em nenhuma concentracio
considerada (Tabela 1).

Os estudos fitoquimicos da jabuticabeira encontrados na
literatura sdo raros, estando reportada a presenca de acido
ascérbico, taninos e glicosideos cianidinicos e peonidinicos."”

Estudo prévio, ainda néo publicado, indicou que as folhas de
Myrciaria cauliflora berg. apresentam um alto teor de compostos
fenolicos orientando a avaliagdo da atividade antimicrobiana
desta droga vegetal, visto, inclusive, sua ampla disponibilidade
pelo territério nacional.'®
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Tabela 1. Medidas descritivas dos resultados da Concentragdo Inibitéria Minima do extrato da folha de Myrciaria cauliflora berg. e do

Digluconato de Clorexidina a 0,12%

Extrato da folha da jabuticabeira

Linhagens
EB 1:2 1.4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
Candida albicans 17 14 0 0 0 0 0 0 0 0
Candida guilliermondii guilliermondii 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Candida krusei 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Digluconato de clorexidina a 0,12%
Linhagens
SP 1:2 1.4 1.8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
Candida albicans 29 25 23 22 18 12 0 0 0 0
Candida guilliermondii 24 20 19 18 17 16 14 0 0 0
Candida krusei 25 21 19 18 17 16 15 10 0 0

EB: Extrato Bruto, SB: Substancia Pura

Tabela 2. Medidas descritivas dos resultados da Concentragio Inibitéria Minima do extrato do caule de Myrciaria cauliflora Berg e do

Digluconato de Clorexidina a 0,12%

Extrato do caule da jabuticabeira

Linhagens
EB 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
Candida albicans 13 10 0 0 0 0 0 0 0 0
Candida guilliermondii 20 16 13 9 0 0 0 0 0 0
Candida krusei 17 15 12 10 0 0 0 0 0 0
Digluconato de clorexidina a 0,12%
Linhagens
Sp 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
Candida albicans 29 25 23 22 18 12 0 0 0 0
Candida guilliermondii 24 20 19 18 17 16 14 0 0 0
Candida krusei 25 21 19 18 17 16 15 0 0 0
EB: Extrato Bruto, SP: Substancia Pura
Souza'® avaliou a composi¢io segundo classes de metabdlitos Souza,'® avaliou a atividade antimicrobiana do extrato de

secunddrios e teor de alguns desses metabdlitos. As analises
fitoquimicas indicaram a presenca de flavondides e taninos nas
folhas e extratos polares de M. cauliflora, e a andlise quantitativa

determinou elevado teor de fendis totais nos mesmos.

Macedo-Costa et al.,'”” avaliaram a atividade antimicrobiana
do extrato da folha de M. cauliflora berg. sobre Streptococcus
mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus
oralis, Streptococcus salivarius e Lactobacillus casei. O extrato,
apresentou potencial agdo antimicrobiana sobre as amostras,
formando em média halos de inibi¢do variando de 10 a 18 mm
de diametro. Concluiu-se que o extrato da folha da jabuticabeira
produziu uma significante atividade antibacteriana in vitro sobre

bactérias do biofilme dentério.

folhas de M. cauliflora berg. pela determinagio da Concentracio
Inibitéria Minimae Concentragao Bactericida Minima. Osextratos
polares das folhas de M. cauliflora demonstraram atividade leve,
e o extrato cloroférmico das folhas de M. cauliflora, auséncia
de atividade. Os extratos polares de M. cauliflora mostraram-se
fungistaticos contra Candida albicans e C. parapsilosis e fungicidas
para C. tropicalis, porém o extrato cloroférmico nao mostrou
atividade contra as espécies de Candida ensaiadas.

Neste estudo, o extrato do caule da Myrciaria cauliflora berg.
na determinagdo da atividade antifingica in vitro, mostrou-se
ser efetivo sobre todas as leveduras estudadas. Os resultados aqui
apresentados demonstram que as amostras ensaiadas quando o
Extrato Bruto e nas concentragdes 1:2 até 1:8, sao sensiveis ao
extrato do caule da Jabuticabeira. Houve formacido de halos
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variando entre 9 a 20 mm. As cepas que apresentaram destacado
resultado foi a Candida krusei, com halos que variaram entre 10 a
17 mm até a concentragdo 1:8 e Candida guilliermondii com halos
que variaram entre 9 a 20 mm até a concentragio 1:8 (Tabela 2).

O digluconato de clorexidina a 0,12% teve desempenho
superior em relagdo ao extrato da folha e do caule da jabuticaba
(Tabelas 1 e 2) quanto a Concentragdo Inibitéria Minima,
apresentando atividade antifungica sobre C. albicans até a dilui¢do
1:32 e C. guilliermondii e C. krusei até a diluicdo 1:64.

De acordo com os resultados observados neste estudo, o
extrato do caule de Myrciaria cauliflora berg. mostrou-se mais
eficaz frente as linhagens ensaiadas do que o extrato da folha de
jabuticabeira.

Sdo raros ou inexistentes, relatos na literatura sobre a atividade
antifinfica de Myrciaria cauliflora berg. sobre microrganismos
da Candidose Bucal, o que mostra a importincia da realizagdo
deste estudo, como também sugere a avaliagdo da atividade
antimicrobiana de outros extratos de plantas sobre linhagens
fungicas.

Os dados obtidos, demonstram a eficacia dos extratos
estudados in vitro quando comparado aos obtidos pelo digluconato
de clorexidina, mostrando a potencialidade dessas substancias.

Diante das limitagoes dos estudos in vitro, torna-se importante
lembrar que estes resultados podem nao corresponder aos reais
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