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RESUMO

O uso de plantas medicinais é uma pratica muito antiga, gerada na esfera da
sociedade ndo-urbana e nédo-industrial. O uso medicinal das plantas € possivel
gracas aos compostos secundarios, substancias responsaveis pela defesa dos
vegetais. Dentre o0s vegetais utilizados, Annona squamosa L., conhecido
popularmente como pinha, vem se destacando como alternativa medicinal. O
objetivo deste trabalho € avaliar a atividade antioxidante e antifungica da casca do
caule de A. squamosa L. As amostras vegetais foram coletadas na regiao de Altinho-
PE, secas em temperatura ambiente, submetidas a moagem e a extracdo
hidroetandlica (70%) através de trés métodos extrativos: maceracao, ultrassom e
micro-ondas. Foi realizada a caracterizacdo fitoquimica dos extratos brutos por
Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e determinacdo do conteudo de fendis
totais, taninos e flavonoides por métodos espectrofotométricos. As atividades
antioxidantes dos extratos brutos obtidos foram avaliadas pelo método do DPPH. O
extrato obtido por ultrassom foi que apresentou maior teor de fendis totais com 67,13
+ 1,76 mg/gEAT. Em relacdo aos taninos, o maior teor foi do extrato obtido pelo
método de micro-ondas com 29,08 + 0,64 mg/gEAT e para os flavonoides, o maior
valor encontrado foi para o extrato obtido por maceragdo com 371,34 + 0,64
mg/gER. Para os testes com DPPH, o extrato obtido por micro-ondas apresentou a
melhor atividade antioxidante, com o valor de CE50 871 + 16,11 ug/mL, o que ainda
representa uma atividade antioxidante incipiente. Para avaliagdo das concentracdes
inibitéria minima (CIM) e fungicida minima (CFM) foram realizados testes com
microdiluicdo em pocos. Foi observado que nos trés primeiros pocos do método de
ultrassom foi verificada a inibicdo das espécies Candida albicans ATCC 14053,
Candida tropicalis ATCC 750 e Candida parapsilosis, na maceracédo houve inibicao
nos trés primeiros pocos para a espeécie C. parapsilosis e em micro-ondas houve
inibicdo para C. tropicalis ATCC 750 e C. parapsilosis. Portanto, pode-se concluir
que os extratos, independente do seu método de extracdo, apresentaram boa
atividade antifungica. No entanto, outras espécies do género Candida devem ser
avaliadas para compreender o mecanismo de atuacdo dos compostos ativos, melhor

caracteriza-los e promover testes in vivo para viabilizagdo de uso comercial.

Palavras-chave: DPPH,; fitoterapicos; levedura; pinha.



ABSTRACT

The cultivation of medicinal plants is an ancient practice, developed in the domain of
a nonindustrialized and rural society. Therapeutic use of plants is possible due to the
presence of secondary compounds, which account for defense in vegetables. Among
the species belonging to this group, Annona squamosa L., popularly known as sugar
apples or sweetsops, has been emerging as a medicinal alternative. This study aims
to evaluate the antioxidant and antifungal activity of extracts of A. squamosa L. stem
bark. The plant samples were collected in the city of Altinho, in the Brazilian state of
Pernambuco, dried at room temperature, milled, and subjected to hydroethanolic
extraction (70%) using three different extractive methods: maceration, ultrasound,
and microwave. The phytochemical characterization of the crude plant extracts was
performed using Thin-Layer Chromatography (TLC), and the determination of the
total phenolic, tannin, and flavonoid content was carried out through
spectrophotometric methods. The antioxidant activities of the crude extracts were
assessed using the DPPH method. The ultrasound-extracted sample exhibited the
highest total phenolic content at 67.13 + 1.76 mg/g GAE. Regarding tannins, the
highest content was observed in the microwave-extracted sample with 29.08 + 0.64
mg/g GAE, and for flavonoids, the highest value was found in the maceration-
extracted sample at 371.34 + 0.64 mg/g RE. For the DPPH tests, the microwave-
extracted sample exhibited the best antioxidant activity, with an IC50 value of 871 *
16.11 pg/mL, still representing an incipient antioxidant activity. For the evaluation of
the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration
(MFC), microdilution tests in wells were conducted. It was observedthat in the first
three wells of the ultrasound method, inhibition of the species Candidaalbicans ATCC
14053, Candida tropicalis ATCC 750, and Candida parapsilosis was observed. In
maceration, inhibition occurred in the first three wells for the species C. parapsilosis,
and with microwave, inhibition was observed for C. tropicalis ATCC 750 and C.
parapsilosis. Thus, it can be concluded that the extracts, regardless of their
extraction method, exhibited good antifungal activity. However, other species of the
Candida genus should be evaluated to understand the mechanism of action of the
active compounds, further characterize them, and conduct in vivo tests to facilitate

commercial use.

Keywords: DPPH; phytotherapeutics; yeast; sugar-apple.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre o uso de plantas para fins medicinais teve seu inicio
nas sociedades primitivas, aumentando com o desenvolvimento da agricultura
(Heiser Jr., 1993). Este conhecimento tradicional pode ser definido como o saber e
também a habilidade, no contexto da comunidade ndo-urbana e ndo-industrial, onde
em geral sado transmitidos de forma oral (Diegues, 2004). Esse saber popular é
importante para a ciéncia, pois revela saberes ancestrais, resultante de observacdes
sistematicas de fenbmenos da natureza (Balick; Cox, 1996). Por esses
conhecimentos serem disseminados principalmente pela oralidade, estudos
etnobotéanicos - responsaveis pelos registros das interagdes ecoldgicas, genéticas,
evolutivas e culturais com as plantas (Alexiades, 1999) - sdo essenciais para garantir
0 Seu registro e assegurar que eles ndo se percam ao longo do tempo (Messias et
al., 2015). Esse entendimento é de extrema importancia para elaboracdo de
estratégias conservacionistas com relacdo ao uso desses recursos (Albuquerque;
Hanazaki, 2006).

Sobre essas comunidades que fazem o uso mais frequente das plantas
medicinais, h& auséncia ou insuficiéncia de politicas publicas referentes ao
atendimento “das necessidades basicas de saude das populagdes periféricas vem
levando a uma crescente procura de alternativas economicamente mais viaveis,
gerando aumento do consumo de plantas medicinais” (Azevedo; Silva, 2006). Dados
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que 80% da populacdo mundial
ja fez uso de plantas para tratar alguma enfermidade ou incdbmodo, sendo 30%
destes casos decorrentes de recomendacdo médica (Rosa; Béria, 2011). Uma das
alternativas muito utilizadas no pais, e também interesse central deste trabalho, é
Annona squamosa L. (Figura 1), pertencente a familia Annonaceae Juss e
conhecida popularmente como pinha, fruta do conde ou ata.

Trata-se de uma espécie caribenha que sé chegou ao Brasil por meio do
Conde Mirando, responséavel por plantar o primeiro exemplar na Bahia (Brito et al.,
2008) e que vem se destacando como alternativa medicinal em varios estados da
regido Nordeste, como Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba e Pernambuco, e também
em Sao Paulo (Donadio, 1997; Araujo; Alves, 1999). O motivo de sua boa adaptacéo
ao clima brasileiro deve-se ao fato de preferir climas quentes, com pouca chuva e

com estacado seca definida, caracteristicos do bioma Caatinga, por exemplo (Brito et
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al., 2008). Ela é uma &rvore de pequeno porte, podendo alcancar de 3 a 5 metros de
altura, com casca de cor parda e com folhas possuindo entre 6 e 7 cm de
comprimento (Joly, 1979). A pinha tem seu fruto bastante comercializado e
consumido pela populacéo, além disso, possui grande importancia na medicina de
povos tradicionais, pois sementes sdo empregadas no combate a caspa e aos
piolhos (Ramos, 1992). S&o verificados, também, usos como inseticida e veneno
para peixes. Destaca-se, no entanto, pelo aproveitamento de todas as suas partes
para o tratamento de dor de cabeca, diarreia, falta de apetite, reumatismo,
anovulacdo, anemia e algumas infec¢cdes (Vohora; Kumar; Naqvi, 1975; Wong;

Khoo, 1993).

Figura 1 — Folhas e caule de Annona squamosa L.

= F o~ R A ¥
Fonte: Indian Medicinal Plants, 2023.

Um exemplo de interesse sé@o as infeccdes causadas pelo género Candida
spp. Escassas até o comeco do século XX, essas enfermidades aumentaram devido
ao progresso da medicina e de alguns de seus procedimentos invasivos, que
quebram barreiras de protecao natural do corpo e acarretam crescimento do nimero
de colonizagbes e infec¢des fungicas. O uso desenfreado de antibioticos de amplo
espectro, nem sempre por recomendagdo meédica, também foi um fator importante.
Em Ultima instancia, essas infec¢cdes geram quadros de complicagdo renal, como a
bola fungica e abscessos, além de complicacfes sistémicas (Oliveira et al., 2001).

Sabendo do potencial farmacéutico de plantas medicinais e das propriedades
antimicrobianas de A. squamosa L., esta pesquisa tem como objetivo verificar a
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atividade antifungica e antioxidante da casca do seu caule, a fim de ampliar as
informacdes cientificas a respeito dessa espécie e, potencialmente, determinar um

novo agente antifungico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar as atividades antifungica e antioxidante da casca do caule de Annona
squamosa L.

2.2 Objetivos especificos

e Obter extratos das cascas do caule pelos métodos de maceragdo, ultrassom
e micro-ondas;

e Caracterizacdo do aspecto fisico-quimico do material vegetal através da
avalicdo de cinzas totais, umidade e material estranho;

e Determinar o conteudo de fendis totais e taninos pelo método de Folin-
Ciocalteu;

e Determinar o contetdo total de flavonoides por cloreto de aluminio (AICI3);

e Caracterizar e quantificar os componentes presentes nos extratos de Annona
squamosa L. através da cromatografia de camada delgada (CCD);

e Avaliar a atividade antioxidante da casca do caule pelo sequestro de radicais
livres 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH);

e Avaliar a atividade antifungica do extrato da casca de Annona squamosa L.

em trés espécies de Candida.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Annona squamosa L.: aspectos botanicos, fitoquimicos e farmacologicos

As espécies da familia Annonaceae sdo usadas como medicamento na
medicina popular ha tempos por populacdes tradicionais em diferentes regides
tropicais do globo. Suas espécies sdo usadas para tratar diferentes tipos de
enfermidades, incluindo doencas parasitarias e infecciosas, cancer, diabetes,
antimicrobianos e até mesmo transtornos mentais (Quilez et al., 2018; Frausin et
al., 2014; Moghadantousiet al., 2015; Tsabang et al., 2012). Existem algumas
divergéncias quanto ao numero exato de géneros para a familia, com estimativas
variando entre 130 até 200 géneros (Sauquet et al., 2003), embora o numero de
espécies estimado seja o mesmo, com cerca de 2500 espécies descritas
(Mabberley, 1997). As espécies do género Annona L. podem ser arbustos ou
pequenas arvores, com altura variando entre 5 e 11 metros. Esse intervalo de
valores € devido a varios aspectos, como o tipo da espécie, a qualidade do solo,
periodos de chuva e/ou sol na regido, presenca ou ndode fitopatdgenos e o manejo
da cultura. Em geral, essas espécies possuem caules acinzentados (Léon, 1987).

Com origem na América Central, mais especificamente na regido das
Antilhas, A. squamosa Linn. € uma das principais representantes do género Annona
L, que retine mais de 50 espécies diferentes de plantas (Joly, 1979). E uma espécie
caribenha que chegou ao Brasil por meio do Conde Mirando, responsavel por plantar
o primeiro exemplar na Bahia (Brito et al., 2008). Essa espécie teve cultivo iniciado
na regido da Bahia, com grande destaque em outros estados da regido nordeste,
como Alagoas, Ceara, Paraiba e Pernambuco. No estado de Sao Paulo também
existe grande cultivo da planta (Donadio, 1996; Araujo et al., 1999). O motivo da sua
boa adaptacdo ao clima brasileiro se deve ao fato de preferir climas quentes, com
pouca chuva e estacao seca definida (Brito et al., 2008).

A. squamosa L. é conhecida popularmente como pinha, fruta do conde,
cherimdlia ou ata (Kiill; Costa, 2003). A planta possui muitas flores, sendo
considerada uma espécie atrativa para polinizadores, com destaque para aqueles de
longa distancia (Paulino, 2014). A pinha possui flores pendentes, axilares, isoladas,
hermafroditas, com calice e corola trimeros, carnosos, coloracdo verde

externamente e creme internamente (Kiill; Costa, 2003). O androceu possui mais de
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100 estames de filetes curtos e o gineceu, mais de 100 carpelos, ovario supero e
estilete simples (Kiill; Costa, 2003). Seu fruto € ovoide, possui entre 5 e 10 cm de
diametro, sua superficie é verde escura, mas é coberta por um p6 branco no comeco
de seu desenvolvimento. Quando madura, os carpelos se separam, mostrando entao
a polpa geralmente branca ou amarela do fruto. Essa separacdo € bastante
caracteristica das espécies de Annona L. e identifica que a fruta esta pronta para o

consumo e/ou comeércio (Léon, 1987).

Figura 3 — Annona squamosa L.: folhas, flores, fruto e estruturas internas de flor e fruto.

Receptacle
Pollen sacs

Carpel
(Fruit segment)

Seed

Fonte: Wongs-Aree; Noichinda, 2011 (adaptado).

Quase toda a estrutura de Annona squamosa L. € empregada na medicina
popular. Sua analise fitoquimica em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (Safira et al., 2022) j& mostrou que essa espécie possui
substancias como saponinas, alcaloides, flavonoides, fendis e glicosideos, que ja
sdao amplamente estudados e conhecidos por seus potenciais antimicrobiano,
anticancerigeno e antiviral (Hosseinabadi, 2021). Seu 6leo essencial € composto em
sua grande maioria de terpenos, monoterpenos e sesquiterpenos. Os terpenos séo
hidrocarbonetos ciclicos ou aciclicos (Forezi et al., 2021).

Essas substancias foram identificadas, em seu Oleo essencial, por
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cromatografia gasosa e espectrometria de massa (GC-MS). Porém, a quantidade de
cada composto pode variar dependendo do pais onde a planta esté localizada. No
Brasil, (E)-cariofileno (27,4%) e germacreno D (17,1%) foram os principais
constituintes relatados, enquanto carvona (24,9%), diacetil (9,3%) e linalol (7,7%)
foram os principais constituintes relatados nas plantas encontradas no Egito (Meira
et al., 2015; Verma et al., 2016). Na Figura 4 é possivel visualizar algumas estruturas

dos componentes quimicos do 6leo essencial de Annona squamosa L.

Figura 4 — Estrutura de componentes do 6leo essencial de Annona squamosa Linn.
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Em relacdo ao conteddo do extrato de Annona squamosa L., pode-se afirmar
também que o tipo de solvente utilizado para extragdo de soluto gera diferencas nas
quantidades de compostos encontrados. Porém, em geral, sdo encontrados
compostos como acetogeninas, alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos,
glicosideos, sesquiterpenos, antocianinas, esteroides, diterpenos, terpendides,
guinonas, aminoacidos e &cidos graxos. Destacam-se o0s compostos fendlicos,
flavonoides, alcaloides, saponinas e taninos (Kumar, 2019). Esses compostos
comprovadamente podem regular varios processos bioquimicos e fisiolégicos, como
atividades enzimaticas no corpo humano, trazendo iniUmeros beneficios para a
populacdo (Luca, 2020; Chen et al., 2016; Choi, Kim., 2013.). Na Figura 5 estéo

exibidas as estruturas de alguns compostos encontrados em Annona squamosa L.



Figura 5 — Alguns compostos fitoquimicos encontrados em A. squamosa L.
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3.2 Métodos extrativos

Extrair significa retirar, da forma mais adequada e seletiva possivel, a
substancia desejada da droga vegetal que esta sendo estudada. Para isso, utiliza-se
um liquido ou um solvente adequado para que se obtenha a extracdo mais completa
possivel (Sonaglio et al., 2015). O resultado dessa extracdo é denominado de
solugéo extrativa ou extrato.

Extratos podem ser definidos como produtos encontrados de diferentes
formas (liquidas/viscosas ou em po), que podem ser feito de partes secas das
plantas ou dos seus frutos (Schulz et al., 2002). Dois fatores sdo de grande

importancia para se obter um bom extrato vegetal: as condicbes em que se €
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realizado o processo de extracdo e a qualidade da matéria prima (Schulz et al.,
2002).

O material vegetal utilizado no processo de extracdo possui hormalmente uma
estrutura complexa, onde sédo encontrados células, espacos intercelulares, capilares
e poros. Nesse sentido, a extracdo também é afetada pela estrutura celular da planta
e estrutura molecular do soluto, seu tamanho e pelas ligagbes quimicas. As
caracteristicas quimicas do material vegetal e do solvente ndo devem ser ignoradas
e é justamente por isso que cada sistema exibe um comportamento imprevisivel
(Pinelo et al., 2004).

Para selecionar o melhor método de extracdo a ser utilizado deve-se atentar a
parte do vegetal que esta sendo estudada (folha, raiz, caule, flor ou frutos), sendo
possivel a aplicacdo de métodos continuos ou descontinuos, com ou sem agitacao e
com aplicagdo ou ndo de calor. No caso da extragdo continua, 0 mesmo solvente é
reutilizado no mesmo recipiente e passa novamente pela fase de extracao, enquanto
no método descontinuo o solvente é deixado em repouso no recipiente em que se
deve realizar a extracdo apenas por um tempo determinado para, logo em seguida,
ser renovado, como é o caso da maceracao (Pavia et al., 2015).

Ha dois tipos de operacdo de extracdo: extracao parcial (sem esgotamento
do material vegetal), como a maceracao e a turbo extracdo, e operacdes exaustivas
(com esgotamento), como a extracdo carrossel e a extracdo com gases supercriticos
(Sonaglio et al., 2015). Os liquidos utilizados para realizar a extracdo sao de extrema
importancia para o sucesso do procedimento. Porém, é sempre importante conhecer
as limitacbes de uso, sobre as quais podemos destacar trés aspectos: as
propriedades extrativas, a adequacdo tecnologica e a inocuidade fisiolégica
(Sonaglio et al., 2015)

As propriedades extrativas se relacionam aos parametros de dissolugdo, ou
seja, 0 quanto o solvente dissolve o0 extrato a temperatura ambiente (Martin;
Bustamante, 1993). A adequacao tecnologica, por sua vez, se refere a facilidade da
eliminacdo da solugcéo final, o que depende do ponto de ebulicdo do solvente
utilizado, além das suas toxicidade e periculosidade (Sonaglio et al., 2015). Fatores
fisicos como a separacdo de solvente por membrana de ultrafiltracdo, a osmose, o
tamanho molecular e a afinidade pelo material filtrante sdo determinantes para uso
ou abandono da técnica desejada (Sonaglio et al., 2015). A inocuidade fisiol6gica ou

toxicidade € um ultimo fator de extrema importancia para viabilizar o manuseio da
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técnica de forma segura para os pesquisadores. Caso seja necessario 0 uso de
solventes mais téxicos, como o metanol, o diclorometano ou o hexano, deve-se
determinar as concentracdes maximas de uso para que haja dano minimo ao
pesquisador. Além disso, o emprego de cloroférmio ndo é recomendado em
qualquer caso (Sonaglio et al., 2015).

Além dos fatores citados, a propor¢do droga/solvente é uma condi¢do
limitante para o processo, pois interfere diretamente na saturacéo do liquido utilizado
(Peixoto Sobrinho, 2012). Com essas informacgdes, € possivel selecionar o melhor
método extrativo para a realizagdo do experimento, levando sempre em
consideragao o custo, os riscos, a estabilidade e a eficiéncia do processo (Sonaglio
et al., 2015).

3.2.1 Maceracao

A maceracdo pode ser definida como uma operacdo na qual o liquido
extrativo e a droga vegetal ficam em recipiente fechado, durante um longo periodo,
de horas ou dias, e em diversas temperaturas, podendo ser a frio ou a temperatura
ambiente (Sonaglio et al., 2015). Esse método leva ao desgaste do solvente extrator
e ndo da droga vegetal em si, pois o liquido entra na matéria prima e dissolve o
soluto, resultando em um liquido de alta concentracdo. Esse processo pode ser
repetido até a exaustdo da droga vegetal ou apenas deixar o solvente por varios
dias, ocasionando seu desgaste (Gamse, 2002).

Alguns fatores influenciam no sucesso do método de maceracdo, a saber:
fatores relacionados ao material vegetal (natureza, tamanho da particula,
quantidade, teor de umidade e composicao), fatores relacionados ao liquido extrator
(quantidade e seletividade) e fatores relacionados ao sistema (temperatura,
agitacao, pH, quantidade de droga/solvente) (Sonaglio et al., 2015).

Os materiais vegetais mais indicados para serem extraidos por esse método
sdo aqueles que ndo possuem gomas, resinas e alginatos em sua composi¢ao. Em
relacdo ao solvente, indica-se utilizar etanol ou solu¢des hidroetandlicas, ndo sendo
indicado misturar com agua, onde a proporc¢ao etandlica seja abaixo de 20% pois ha

uma maior chance de contaminag&o microbiana (Sonaglio et al., 2015).
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3.2.2 Extragé&o assistida por ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom utiliza correntes de ondas ultrassénicas de
alta frequéncia (acima de 20 kHz) com o intuito de fragilizar as membranas da célula
vegetal, facilitando assim a extragcédo (Huie, 2002). Em um solvente liquido, as ondas
criam um ciclo de expansdo, que € responsavel por gerar uma pressao negativa,
causando assim bolhas ou cavitacdo, o que facilita o processo de extracdo do
material, com modificacdo da permeabilidade da parede celular (Chemat et al., 2011)
(Luque-Garcia; Castro, 2003). A cavitacdo e as bolhas entram em contato com a
matéria vegetal, causando a quebra da membrana celular, o que como
consequéncia aumenta a difusdo e exposicao das substancias que estdo dentro do
material (Vinatoru, 2001 e Flores-Jiménez et al., 2019).

Alguns fatores podem interferir na extracdo, dentre os principais sao a
frequéncia, a temperatura, a pressao e o tempo de sonicacdo que regulam a acao
dos ultrassons, a granulometria, teor de umidade e solvente utilizado (Azmir et al.,
2013). A extracdo pode ser feita em um tempo mais curto, variando geralmente entre
15 e 60 minutos, o que viabiliza a utilizacdo desse método na extracdo de
compostos termossensiveis de alimentos, produtos de salude, cosméticos e produtos

farmacéuticos (Dong et al., 2010).

3.2.3 Extracdo assistida por micro-ondas

As micro-ondas podem ser definidas como ondas eletromagnéticas, capazes
de aquecer sem ter contato direto com a matéria ou objeto, em que ocorre a
transformacdo de energia elétrica em energia térmica (Ferreira et al., 2020). A
extracdo assistida por micro-ondas é possivel gracas a pressao continua que
aguece o solvente em questdo (Huie, 2002). Por causa da radiacdo emitida pelas
micro-ondas, € possivel romper a célula vegetal e assim liberar os compostos.
Basicamente, o aquecimento por micro-ondas ocorre por migragao ionica e rotacéo
dipolar (Chemat; Cravotto, 2013).

A migragdo i6nica € o movimento de ions dissolvidos em solugédo. Esse
movimento € causado pela interacdo entre as espécies ibnicas com o campo elétrico
oscilante das micro-ondas (Chemat; Cravotto, 2013). Quando ha deslocamento

desses ions, ocorre um fluxo de corrente em que ha resisténcia vinda das demais
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espécies ibnicas (em fluxo oposto), 0 que gera aumento da temperatura domeio. J&
a rotacdo dipolar pode ser definida como o efeito do campo elétrico oscilante sobre
as moléculas com momentos dipolares. H4 um alinhamento dessas moléculas na
presenca de micro-ondas (na frequéncia de 2450 MHz). Esse processo, juntamente
com o retorno e alinhamento das moléculas ao estado inicial, resulta em um répido
aguecimento (Chemat; Cravotto, 2013; Dudley et al., 2015).

Uma das maiores vantagens dessa extracdo se da pelo rompimento da célula
vegetal e extracdo em menor tempo que demais métodos, existindo uma maior
transferéncia de calor ao material vegetal, em pouco tempo, em geral, segundos ou
minutos (Chemat et al., 2015; Li et al., 2013; Navarrete et al., 2012).

3.3 Compostos fendlicos

As plantas possuem grande importancia para a medicina moderna e seu
estudo avancou de forma consideravel nos ultimos anos. Muitas substancias obtidas
a partir de vegetais acabaram sendo descobertas e colocadas para uso em terapias
contemporaneas, seja como forma de medicamentos ou em sua forma mais pura
através de oOleos essenciais (Pereira; Cardoso, 2012).

Esse uso é possivel devido a presenca de metabdlitos secundarios, que sdo
compostos organicos catalisados por enzimas que ocorrem Nnos organismos Vivos
(Marzzoco; Torres, 2007). Esses componentes sao essenciais para a defesa da
planta (Ojala, 2001), protegendo-a de outras plantas, de insetos, de herbivoros
predadores e de microrganismos causadores de infeccbes (Pinto et al., 2002),
sendo, portanto, ligados diretamente com a capacidade de sua adaptacao ambiental
(Berg; Lubert, 2008). Assim como os metabdlitos primarios responsaveis por funcoes
estruturais, plasticas e de armazenamento de energia, 0s equivalentes secundarios
sao produzidos pelas plantas em todo seu ciclo vital (Ojala, 2001). Em relacdo aos
seus equivalentes primarios, a estrutura dos metabdlitos secundarios € complexa,
geralmente com baixo peso molecular e ocorrendo em baixas concentragdes. Esses
compostos ja foram considerados produtos de excre¢cdo, porém, com 0 avanco das
pesquisas na industria farmacéutica para a testagem dessas substancias, sabe-se
da sua importancia para a adaptacdo da planta ao meio e do seu valor

farmacoldgico (Simdes et al., 2007).
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Um importante exemplo de metabdlito secundario sdo 0s compostos
fendlicos, que apresentam uma estrutura quimica de anéis arométicos e hidroxilas
substituidas, contribuindo para a pigmentacdo dos vegetais e atuando na
fotossintese (Angelo; Jorge, 2006). Os compostos fendlicos possuem importantes
atividades antioxidantes que tanto ajudam na manutencdo das plantas quanto sé&o
de importancia medicinal para a saude humana (Bettaieb et al., 2011). Os efeitos
farmacoldgicos dos compostos fendlicos estdo sendo bastante estudados, dentre
eles o0s beneficios para os sistemas circulatorio e gastrointestinal, efeitos
antimicrobianos e protecdes antitumoral e anti-inflamatéria que sdo atribuidos aos
diferentes tipos de fendis (Alinian et al., 2016).

Segundo Simdes et al. (2007), a origem dos metabdlitos secundarios pode ser
resumida, segundo o metabdlito da glicose, por dois intermediarios principais: o
acido chiquimico e o acetato. O &cido chiquimico é o predecessor dos taninos
hidrolisaveis, das cumarinas, dos alcaldides derivados dos aminoécidos arométicos
e dos fenilpropanoides, todos possuindo em comum um anel aromético em sua
estrutura. Por sua vez, o acetato possui como derivados os aminodacidos alifaticos,
terpendides, esterdides, acidos graxos e triglicerideos (Leite, 2021).

Em geral, os compostos fendlicos sdo quimicamente constituidos de anéis
aromaticos ligados a uma ou mais hidroxilas (Klepacka et al., 2011). Ha diferentes
tipos de compostos fendlicos, sua divisdo difere de acordo com a sua estrutura
molecular, do nimero de anéis aromaticos e suas hidroxilas e das ligacdes com
demais grupamentos, sendo os mais abundantes os flavonoides e acidos fendlicos
(Farah; Donangelo, 2006; Niedzwiecki et al., 2016).

A estrutura basica dos flavonoides sao dois anéis benzénicos A e B, alguns
conectados pela pirona ao anel C (Figura 2). Trata-se de derivados de aminoacidos
aromaticos e sao encontrados em varias espécies vegetais (comestiveis ou néo)
geralmente nas formas aglicosilada (aglicona) e glicosilada, esta ultima sendo a
mais frequente (Arnoso; Costa; Schmidt, 2019). Uma das propriedades mais
notaveis dos flavonoides € a sua capacidade antioxidante em razdo de suas
propriedades de Oxido-reducdo. Eles sdo, portanto, capazes de neutralizar e
absorver radicais livres, a partir do processo de quelacdo do oxigénio triplete e
singlete ou decompondo peroxidos (Brenna; Pagliarini, 2001; Fennema, 1993,
Simao, 1977; Wang; Zheng, 2001).
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Figura 2 — Esqueleto quimico fundamental dos flavonoides (ao centro) e a estrutura de alguns
representantes.
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Fonte: Panche; Diwan; Chandra, 2016.

De forma geral, os antioxidantes podem ser definidos como compostos com o
poder de retardar ou inibir a oxidacdo de moléculas, evitando a difusdo das reacdes
em cadeia de oxidacdo (Degéaspari; Waszczynskyj, 2004). Grande parte das
existentes patologias humanas esta diretamente relacionada ao estresse oxidativo:
os radicais livres, que séo espécies de meia vida curta, podem causar alguns efeitos
deletérios, como a oxidacao de proteinas (Pandey; Brave, 2011). Nos flavonoides, a
atividade antioxidante ocorre pela via dos fenilpropanoides (Hodaei et al., 2018).
Neste processo, as enzimas mais importantes sdo a chalcona sintase (CHS),
chalcona isomerase (CHI) e flavona 3-hidrolase (F3H) (Shih et al., 2008; Hodaei et
al., 2018).

Ha basicamente dois tipos de antioxidantes: os naturais e 0s sintéticos.
Antioxidantes naturais tém sido cada vez mais estudados para substituir os
sintéticos, tanto em produtos alimenticios quanto em produtos farmacéuticos, pois o0
uso dos antioxidantes sintéticos esta cada vez mais restrito pelo seu potencial de
carcinogénese. Além disso, em razdo da associagdo a diversos outros males como o
aumento do peso do figado e a significativa proliferacéo do reticulo endoplasmatico,
que esta ligada a maior tolerancia do organismo a uma determinada substancia
(Mavi; Kara, 2001; Melo; Guerra, 2002; Simao, 1977; Yildrim; Wang; Zheng, 2001).
Alimentos como frutas, vegetais e condimentos possuem compostos fendlicos, tais

qguais 0s compostos nitrogenados, carotendides, acido ascorbico e tocoferdis. Esses
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sdo fitoquimicos que apresentam grande capacidade antioxidante e que sao
associadosa baixas incidéncia e mortalidade de cancer em seres humanos (Birch et
al., 2001; Sluis et al., 2001; Toméas-Barberan et al., 2001; Vinson et al., 2001; Wang;
Zheng, 2001; Watanabe, 1998; Yildrim; Mavi; Kara, 2002).

O consumo de antioxidantes diariamente na dieta pode promover uma acao
protetora contra 0s processos oxidativos que ocorrem naturalmente no corpo
humano. As espécies reativas oxigenadas (ROS, na sigla em inglés), por exemplo,
podem ser responsaveis por algumas doencas como o cancer, a aterosclerose, a
diabetes, a artrite, a maléria e algumas doencas cardiacas. Além disso, as ROS
também estdo ligadas a processos responsaveis pelo envelhecimento celular
(Brenna; Pagliarini, 2001; Yildrim; Mavi; Kara, 2002).

Outro importante composto flavonoide sdo os taninos. Os taninos possuem
massa molecular intermediaria a alta, variando de 500 a 3000 Dalton (Sarkar;
Howarth, 1976) e sdo capazes de precipitar ou de se ligar a proteinas sollveis. Os
taninos possuem sabor adstringente, o que é resultado da precipitacdo de proteinas
salivares, sendo um fator a ser considerado na qualidade de alguns produtos
alimenticios como frutas ou processados (Hummer; Schreier, 2008). Por exemplo,
altas quantidades de taninos sao encontradas em frutos verdes, conferindoa esses
alimentos um sabor desagradavel, impedindo que sejam digeridos por predadores
antes de estarem maduros suficientes para suas sementes serem germinadas (Alves
et al., 2010). Além de sua atividade antioxidante (Feng et al., 2014; Zarin et al.,
2016), algumas propriedades atribuidas aos taninos incluem o controle glicémico
(Yang et al., 2015; Lee et al., 2017) e as atividades antitumoral, antimicrobiana (Zarin
et al., 2016), antifibrinolitica (Pereira; Silva; Carbonari, 2017) e antiviral para hepatite
C (Ajala et al., 2014).

Os taninos podem ser classificados em dois tipos: hidrolisados ou
condensados. Ambos os tipos possuem moléculas denominadas poli-hidroxifendis
e/ou seus derivados. Os hidrolisados incluem os galitaninos e os elagitaninos, que
sdo derivados respectivamente do acido gélico e do acido elagico (Bobbio; Bobbio,
1989; Fennema, 1993; Melo; Guerra, 2002). Os taninos condensados sao formados
pela condensacdo de subunidades flavan-3-ol (catequina e epicatequina, por
exemplo), sendo assim possivel a formacéo de redes oligoméricas e/ou poliméricas.
As redes oligoméricas sdao as cadeias de proantocianidinas com grau de

polimerizacdo entre 2 e 5, acima disso sdao chamados de poliméricas (Santiago et
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al., 2020; Haslam, 1998).

Um dos grupos importante para o uso medicinal s&o as fitoalexinas, elas séo
substancias de baixo peso molecular que possuem propriedades antimicrobianas e
servem para proteger as plantas quando ha algum ataque de microorganismos
fitopatogénicos (Dey; Harbone, 1997; Souza, 2005). As fitoalexinas aparecem
geralmente em altas concentragcdes em resposta a infeccdo, desempenhando nos
vegetais um papel semelhante ao dos anticorpos nos animais (Pinto et al., 2002).
Dentre as fitoalexinas, as cumarinas sdao um grande destague, gracas as suas
atividades biologicas antimicrobiana, anticancerigena e até mesmo antiviral

(Doming; Lopez-Brea, 2003).

3.4 Microrganismos de trabalho

O reino Fungi possui cerca de seis milhdes de espécies distribuidas por todo o
planeta. Véarias dessas espécies podem afetar de forma negativa a vida do ser
humano, por exemplo, por meio de consumo de cogumelos que possuem toxinas (as
micotoxinas) e que podem resultar em graves disturbios gastrointestinais, levando
até mesmo a morte (Firacative, 2020). Acredita-se que entre 70 e 90% das infeccbes
fungicas sejam causadas pelo género Candida, sendo a espécie Candida albicans a
responsavel pela maioria dos problemas de saude (Firacative, 2020; Barbosa et al.,
2020). Além desta espécie, outras sdo de grande importancia médica como C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei e C.glabrata, responsaveis por diversas
infec¢des, tais como a candidiase vulvovaginal (CVV), a candidiase oral e a
candidemia (Lam, 2018; Silva et al., 2016).

Candida € um fungo dimorfo, pertencente ao filo Ascomycota, que pode
habitar diversas partes do corpo humano, dentre elas o trato respiratorio,
gastrointestinal e urinario de pacientes saudaveis (cerca de 30% deles) durante toda
a vida (Netea; Marddi, 2010; Diezmann et al., 2004). Entretanto, se o hospedeiro
apresentar baixa imunidade ou perda da resposta imunolégica em algum momento
da vida, pode levar a manifestacao de candidiase (Netea; Marédi, 2010).

O género Candida é conhecido por causar diversos tipos de enfermidades aos
humanos, sendo a CVV a mais conhecida delas, tendo como sintomas o prurido
vulvar, ardor, dor ao urinar e corrimento vaginal, geralmente esbranquicado
(Linhares et al., 2019; Anderson; Klink; Cohrssen, 2004). A CVV é considerada a
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segunda infec¢do vaginal mais comum, podendo afetar de 75 até 80% das pessoas
com vaginas ao menos uma vez na vida, perdendo apenas para a vaginite
bacteriana (Borges et al., 2018; Anderson; Klink; Cohrssen, 2004).

Apesar de terem suas diferencas, ndo € incomum a confusdo entre as
vaginites bacterianas e flngicas, o que leva o paciente a ter diagnosticos errados e
seguir com os sintomas apdés o uso de medicamentos incorretos, 0 que causa
grandes impactos na qualidade de vida desses pacientes, principalmente os
imunocomprometidos (Oliveira; Schmidt, 2021; Nishimoto; Sharma; Rogers, 2020;
Sobel, 1985). A seguir, vamos destacar algumas espécies de Candida atuantes na
CVV.

3.4.1 Candida albicans

De todas as espécies, Candida albicans € a que domina as manifestactes
candidiase em pacientes pelo mundo. Essa espécie de candida vive nos organismos
de mamiferos de forma benigna, porém pode se tornar patogénica se houver alguma
alteracdo no corpo, como a mudanca no pH das mucosas, uso de antibioticos,
terapia imunossupressora ou alguma resposta do hospedeiro em evento de grande
estresse, por exemplo (Whaley et al., 2017; Pfaller; Diekama, 2007).

O aumento das infec¢cdes por Candida albicans pode ser associada ao uso
indiscriminado de antibiéticos de amplo espectro, além do uso de tratamento mais
moderno como quimioterapia, transplantes de 6rgaos, que deixam o0 paciente mais
vulneravel a infec¢cBes. Esse fungo € um fungo oportunista, entdo quando ha uma
baixa na imunidade, uma perda significativa de lactobacillus, por exemplo, hd um
aumento desse patégeno no organismo. Outro grave problema se refere a falha de
diagnosticos da infeccdo fungica (Nishimoto; Sharma; Rogers, 2020).

Diferentes tipos de medicamentos sao utilizados para o tratamento da
candidiase, dentre eles os mais comuns sao 0s polienos, os azolicos, as
equinocandinas, os analogos de nucleosideos e as alilaminas. A eficacia de cada
um destes depende do local do corpo a ser tratado e da sensibilidade da espécie de
Candida, o que demonstra a importancia do correto diagndéstico para a eficacia do
tratamento (Pfaller et al., 2010; Pfaller; Diekema, 2012; Pfaller et al., 2013; Pappas
et al., 2016).
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Atualmente, medicamentos convencionais, como é o caso dos azéis, vém
apresentando falhas para o tratamento de algumas infecgdes, dentre elas as
infecgbes com C. albicans, apesar de serem em um numero bem reduzido se
comparado a outras especies, apenas 0,4% (Rocha, 2021). Em relacdo as infec¢des
fungicas, ha uma preocupacdo aguda, visto que a disseminacdo de patdgenos
fungicos multirresistentes € cada vez mais observada (Lee et al., 2020).

Para C. albicans, o fluconazol é o medicamento usualmente mais prescrito,
sendo pertencente a classe dos azolicos (Pfaller et al., 2010). Estudos recentes
como o de Rocha (2021), porém, tém mostrado certa resisténcia do fungo ao
medicamento. Um dos mecanismos da resisténcia identificada na espécie esta
associada a alteracdes no gene que codifica o direcionamento da enzima para
acoplar o medicamento, sendo mutacdes pontuais no gene ERG11 (Pristov;
Ghannoum, 2019). Essas mutacfes permitem que haja substituicdo de amino&cidos,
resultando na diminuicdo da suscetibilidade da espécie ao fluconazol (Whaley et al.,
2017).

3.4.2 Candida parapsilosis

A espécie C. parapsilosis ndo difere fenotipicamente das demais espécies:
possui forma oval, redonda ou cilindrica, e suas colonias sdo ditas concéntricas,
lisas ou no formato de crateras (Laffey, 2005). Ao contrario de C. albicans, C.
parapsilosis ndo forma as hifas verdadeiras, apenas pseudo-hifas ou leveduras
(Laffey, 2005).

C. parapsilosis € uma das espécies nao albicans de grande importancia
médica, pois é capaz de formar biofilmes em cateter venoso central (CVC) e outros
tipos de implantes, ou seja, pacientes imunossuprimidos ou que passaram por algum
tipo de procedimento mais invasivo, pois esta espécie tem grande capacidade de
aderir superficies protéticas (Branco, 2023). Além disso, também pode agravar o
estado de saude das criangcas que nascem com baixo peso ou desnutridas, pois
cresce rapidamente nos casos de nutricdo parenteral (Paramythiotou, 2014). Mesmo
nao apresentando a mesma taxa de mortalidade de C. albicans, em varias regides,
como a Asia, C. parapsilosis foi isolada e apresentou resisténcia aos azois,
dificultando seu tratamento e ocasionando a piora da infeccdo nos pacientes
(Melatiadis et al., 2017; Govender et al., 2016).
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3.4.3 Candida tropicalis

Candida tropicalis se trata de uma espécie encontrada com frequéncia na
Ameérica Latina, China e India (Pfaller et al., 2013). Candida tropicalis € um fungo
conhecido por infectar principalmente pacientes imunossuprimidos constituindo-se,
assim como as demais espécies de Candida ssp, como um fungo oportunista (Souza
et al., 2022).

C. tropicalis € um fungo do tipo dimérfico, onde had a formacdo de
pseudomicélio e que, em condic¢des favoraveis, pode formar hifas verdadeiras, assim
como C. albicans. Suas colbnias possuem cor creme ou cinza, de aspecto macio e
cremoso quando cultivadas em Sabouraud Dextrose Agar (SDA) ou no meio Yeast
Extract Peptone Dextrose (YPD). Esse aspecto € semelhante ao das demais
espécies de candida, ndo sendo possivel a distincdo entre elas através de seu
aspecto morfolégico (Suzuki; Miyamae; Ishida, 1991; Chai; Denning; Warn, 2010;
Turner et al., 2014; Zhang et al., 2016).

Ao contrario das espécies de C. albicans, C. glabrata e C. krusei, Candida
tropicalis € normalmente mais sensivel ao uso de medicamentos do tipo azol, como
o fluconazol, muito comumente usado para seu tratamento. Entretanto, sua
resisténcia tem sido observada na China, india e demais paises asiaticos, gerando

preocupacao na comunidade médica (Fan et al., 2017; Tan et al., 2016).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras vegetais

A coleta foi realizada em uma area de Caatinga do estado de Pernambuco,
localizada na zona rural de Altinho, municipio do agreste central Pernambucano,
distante 163,1 km do Recife, com uma area de 454,486 km? e clima semiarido
quente (Araujo et. al., 2008). A coleta foi realizada em marco de 2020.

Apéds a coleta, as amostras foram acondicionadas em sacos de papel até o
processo de secagem em temperatura ambiente. Depois da secagem, as amostras
foram estabilizadas em uma estufa durante dois dias, a temperatura de 40 £ 2°C, e
pulverizadas em moinho vertical de facas tipo Willye, sendo padronizada em tamises
na granulometria de 1 mm (18USA Mesh). A matéria prima padronizada foi extraida
com etanol 80% na proporgao 1:10 (g/mL).

4.2 Controle de Qualidade

4.2.1 Determinacé&o do Teor de Umidade

Esta etapa foi realizada a partir da metodologia de perda por dessecacédo
definida na Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (Brasil, 2019). As amostras vegetais
foram analisadas em triplicata, pesando 1g, levadas a estufa, em temperatura de
105° C por 30 minutos, e ao dessecador até temperatura ambiente. A operagéo foi
repetida até o peso constante da amostra. Os resultados foram expressos em

porcentagem de agua em relacdo a droga seca ao ar.

4.2.2 Determinacgéo de Cinzas Totais

As cinzas totais também foram determinadas conforme metodologia da
Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (Brasil, 2019). Pesou-se 3g das amostras, que
foram colocadas em cadinhos de porcelana. Em seguida, as amostras foram levadas
a mufla em gradiente de temperatura até alcancar um maximo de 600 + 25°C. Apds
esse processo, as amostras foram resfriadas em dessecador até temperatura

ambiente e, assim, tiveram sua porcentagem de cinzas totais calculada.Os teores de
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cinzas totais foram expressos em porcentagem (%) em relacdo a matéria vegetal

seca ao ar. O teste também foi realizado em triplicata.

4.2.3 Determinacao de Matéria Estranha

O pé vegetal foi pesado e separado por quarteamento, novamente segundo
definido pela Farmacopeia Brasileira 62 edicédo (Brasil, 2019). A separac¢ao ocorreu a
olho nu, seguida de uso de lupa. Os testes foram realizados em triplicata e os

resultados expressos em porcentagem.

4.3 Obtencéao dos extratos

As amostras, jA secas e trituradas, foram submetidas ao processo de
maceracdo, ultrassom e micro-ondas, utilizando como solvente uma solugéo
hidroetandlica 80% e na proporcdo 1:10 (g/mL). O material vegetal foi submetido a
trés maceragbes, com renovagdo do solvente a cada 48h. Para o método de
ultrassom, foi utilizado o equipamento ultrassom Unique® modelo UltraCleaner
1400A, com duracdo de 60 minutos e aquecimento fixo (60 £ 5°C). Na extracdo
assistida por micro-ondas, utilizou-se a identidade fisica que relaciona a quantidade
de calor (Q) que aquece o solvente com conhecido calor especifico ¢ a sua variacédo
de temperatura AT (Q = mcAT), onde AT se refere a diferenga entre a temperaturade
ebulicdo do solvente e a sua temperatura ambiente. Isso permitiu estimar o intervalo
de tempo At da extragdo, dado que a poténcia do equipamento, definida como P =
Q/At, é conhecida. Um forno de micro-ondas Panasonic Style® foi, entdo, operado
em 60% da poténcia durante 1 minuto para as cascas. Os extratos resultantes foram
submetidos a evaporacdo em pressao reduzida, a temperatura de 40 £ 5° C, até total

secura.

4.4 Rendimento

O célculo do rendimento (Re, dado em porcentagem) foi realizado de acordo

com Rodrigues et al., 2011, com a relagdo

P.Ex. Seco

Re= oDV M~

100
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onde P.Ex. Seco € o peso do extrato seco e P.D.V.P.M. é o peso da droga vegetal

pulverizada macerada.

4.5 Triagem fitoquimica por Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

O extrato bruto e as fracdes foram avaliados por Cromatografia de Camada
Delgada (CCD) para verificagdo da presenca de varias classes de metabdlitos
secundarios. Para isso, foi utilizada uma cuba cromatografica de vidro com tampa,
onde foram adicionados o sistema eluente, o padrdo e o revelador adequados para

cada tipo de metabdlito.

Tabela 1. Sistema eluente, padrdo e revelador para identificagdo de compostos fendlicos presentes

nos extratos.

Metabdlitos

, Sistema Eluente Padrao Revelador
secundarios

Acetato de Etila: Acido Férmico: Agua

Compostos Fendlicos Rutina NEU

(27:1,5: 1,5)
Naftoquinonas Tolueno: acido férmico (20:10) Lapachol KOHlect)g(TO“CO
Acetato de Etila: acido férmico: acido i
. o o Acido
Taninos acético glacial: agua galico FeCl,

(20,30: 2,2: 2,2: 5,3)

Acetato de Etila: acido féormico: acido
Flavonoides acético glacial: agua Rutina NEU
(20,30: 2,2: 2,2: 5,3)

Fonte: A autora (2023).

Na preparacao, o extrato foi pesado (0,10 g) e foi realizada a solubilizacdo em
1,5 mL de metanol. Para obter uma amostra mais homogénea, o material foi
colocado no equipamento Ultrassom (UNIQUE - Modelo Ultra Cleaner 1400A).
Placas de silica em aluminio foram recortadas e o extrato vegetal foi aplicado com
auxilio de capilares de vidro. Apdés a evaporacdo do metanol, as placas foram
inseridas na cuba cromatografica com o eluente.

Apos a eluicdo dos componentes do extrato, as placas foram retiradas e se
aguardou a secagem em temperatura ambiente. Em seguida, a aplicacdo do
revelador foi feita sobre a placa de silica em temperatura ambiente. Novamente, a

amostra é deixada para secagem em temperatura ambiente para, entdo, ser
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realizada a observagaodos compostos na luz UV (365 nm).

4.6 Avaliacao da atividade antifungica

4.6.1 Teste Quantitativo de Microdiluicdo em Placa

Para realizacdo deste teste, foi utilizado a padronizacdo BrCAST-EUCAST-
Abril 2020 nas placas de microdiluicdo de 96 pocos de fundo chato e com tampa
(Figura 6). Inicialmente, foram adicionados 100 pL de meio Gibco Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) em todos os pocos. Apds isso, 100 pL do extrato vegetal,
diluido em dimetilsulfoxido a 20% (DMSO), foram adicionados na primeira cavidade
e diluicdes seriadas sucessivas foram realizadas, com concentracfes variando de
15000 pg/mL a 29,3 pg/mL. Em seguida, 100 uL da suspensado flngica foram
adicionados a cada orificio da placa.

Para controle de viabilidade dos microrganismos, foram colocados 100 pL do
meio (sem o extrato vegetal ou antifingico) e as leveduras. Foram também
realizados testes com o antifingico fluconazol, na concentragdo de 64 pg/mL. No
poco 12 foi colocado o meio de cultura para ser utilizado como controle negativo.
Todas as placas foram seladas e incubadas a 37°C por um periodo de 24 horas.

Figura 6 - Representagéo da microdiluicdo em placa para a técnica de CIM.

(= RPMI+inoculo
RPMI+ extrato+inoculo

».
™~
2 ;i

ARV

Fonte: A autora (2023).
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4.6.2 Microrganismos Teste

A verificagcdo atividade antifungica dos extratos de A. squamosa Linn. foi
realizada frente aos seguintes microrganismos obtidos a partir de American Type
Culture Collection (ATCC): C. albicans (14053) e C. tropicali (750), além da amostra
clinica de C. Parapsilosis coletadas no hospital das clinicas de Pernambuco. Todos
os isolados séo provenientes da Micoteca URM do Departamento de Micologia da

Universidade Federal de Pernambuco.

4.6.3 Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM)

As leveduras cresceram em meio de cultura Agar Dextrose Sabouraud a
37°C durante 24 horas. Foi retirado um indculo das culturas, suspendidos em 9,0 mL
de agua destiladas em Vortex por 15 segundos. A densidade celular foi ajustada por
espectrofotdbmetro com acréscimo da solucdo salina estéril suficiente para obter a
transmitancia (0,080-0,13) equivalente de uma solugdo padrdo da escala de
McFarland 0,5 em comprimento de onda de 530 nm. Esse procedimento fornece
uma suspensao-padrao de levedura com aproximadamente 10® UFC/mL (Souza et
al., 2007; Moreira et al., 2010).

Para determinar a concentracdo fungicida minima (CFM) foi observada
somente a viabilidade fungica. A partir do teste da CIM, foi adicionado uma haste
esterilizada de 1 pL no pogo anterior (para confirmar a CIM) e no poc¢o posterior ao
CIM, homogeneizada e subcultivada em placa de Petri contendo ASD (Sabouraud
Dextrose Agar). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e a leitura foi
realizada observando o crescimento ou supressao das colénias de Candida ssp.

(Ernst et al., 1999, com modificaces). Todos os testes foram feitos em triplicata.

4.7 Doseamento de Fendis Totais

Para quantificar os fenois totais, 200 pL do extrato diluido (1,0 mg/mL) foram
transferidos para tubos de ensaio. Posteriormente, foram adicionados 500 uL da
solucdo do reagente Folin-Ciocalteu, 1 mL da solucdo de carbonato de sodio e 8,3

mL de agua destilada. As amostras permaneceram por 30 minutos no escuro a
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temperatura ambiente.

A absorbéancia da mistura foi medida a 760 nm contra um branco preparado
com agua destilada. A curva de calibracdo (aliquotas de 100-500 pL) foi preparada
com uma solucdo padrédo de acido tanico e todos os demais reagentes citados
anteriormente, aferindo-se o volume final para 10 mL com &gua destilada. As
concentragdes finais de acido tanico foram 1.0-5.0 pg/mL.

O ensaio foi realizado em triplicata. O teor de fendis totais foi expresso como
miligramas equivalentes de acido tanico por grama de extrato (mg EAT/g) (Peixoto et
al., 2008).

4.8 Determinacédo do Conteudo de Taninos Totais

A determinacdo do teor de taninos foi realizada segundo método de Folin-
Ciocalteu adaptado para a espécie. Foi pesado 1 g de caseina e transferir para
erlenmeyer de 50 mL, acrescentando 6 mL da amostra e 12 mL de agua destilada.
Apods 3 (trés) horas de reacdo sob agitacdoe longe da luz (para precipitacdo dos
taninos com a proteina), a solucdo foi filtrada em baldo volumétrico e completada
para o volume de 25 mL com agua destilada. Apés esse processo, uma aliquota de
1 mL foi retirada e realizada a quantificacdo pelo método Folin-Ciocalteu. O teor de
taninos é calculado pela diferenca entre o conteddo de fendis totais e fendis
residuais. A cor azul produzida pela reacdo possui uma absor¢cdo maxima a 760 nm
e é proporcional a taxa de compostos fendlicos. O teor de taninos foi calculado pela
diferencga entre o conteudo de fendis totais e fendisresiduais (Amorim et al., 2008).

4.9 Doseamento de Flavonoides

O extrato seco foi diluido em metanol P.A numa concentragdo de 1mg/mL em
baldo volumétrico de 25 mL, em triplicata. Para quantificar os flavonoides, uma
aliquota de 0,2 mL do extrato diluido foi transferida para tubos de ensaio.

Posteriormente, foi adicionado 0,120 mL de &cido acético glacial, 0,5mL do
reagente cloreto de aluminio (5%, p/v em agua destilada) e completado o volume
para 10 mL com agua destilada em cada tubo. ApOs a preparagdo desta solucgéo,
agitou-se adequadamente, permanecendo em repouso por 30 minutos, ao abrigo da

luz, a temperatura ambiente.
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Apés esse periodo, a absorbancia da mistura foi medida a 420 nm contra um
branco preparado com &gua destilada. O padrdo (Rutina) foi preparado em baldo
volumétrico de 100 mL com metanol e depois reagentes, obtendo-se concentracao
final de 0,5 mg/mL (Peixoto Sobrinho et al., 2008).

4.10 Saponinas - Teste Qualitativo de Espuma

Para determinar a existéncia de saponina, foi utilizado a metodologia sugerida
por Kloss et al. (2016). Uma aliquota de 2 mL de extrato etandlico foliar foi
adicionada com 5 mL de 4gua destilada fervente. A solucéo foi deixada para esfriar
até temperatura de 25 °C e agitou-se vigorosamente por 1 minuto. Logo apos foi
deixado em repouso por 15 minutos. A presenca de saponinas € observada pela

formacao de espumas persistentes.

4.11 Avaliacao da atividade antioxidante - Método DPPH

A atividade sequestradora de radicais livres foi determinada pela capacidade
de remocdao dos radicais livres do 1,1-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). A representacao
esquematica da reacdo esta exibida na Figura 7. A atividade sequestradora de
radicais foi determinada conforme descrito por Peixoto Sobrinho et al. (2011) com
modificacdes.

A atividade de remocdo de radicais livres (AA) sera expressa como a
porcentagem de inibicéo utilizando a seguinte relagéo:

AA =[1 - (ABSamostra — ABSpranco)/ ABS¢n] X 100
onde AA é a atividade antioxidante, ABS mnostra € @ absorbancia da amostra, ABSpranco

€ a absorbancia das concentracbes da amostra diluida em metanol e ABS., é a

absorbéancia do controle negativo.

4.12 Andlise estatistica

Para os testes de analise estatistica foram utilizados o programa de BioEstat
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5.0 para a parte fitoquimica do extrato e o programa Graph Prism para avaliar a sua
acdo antifungica frente as cepas testadas. Foram utilizados os testes T, teste de
normalidade e Analise de Variancia com 2 fatores (ANOVA) para interpretacdo dos

dados, considerando p<0,05.

Figura 7 - Reagao entre o radical DPPH e um antioxidante através da doagao de um atomo

de hidrogénio.

2.0 Q0

ON NO, + AH ON NO, + As

NO, NO,
DPPH+ DPPH-H

Fonte: Oliveira, 2015.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Controle de qualidade

Para a andlise de pureza, foram determinados trés parametros: umidade,
cinzas totais e material estranho, mostrados na Tabela 2. Os resultados sao
expressos pela média das triplicatas em porcentagem, seguidos do seu desvio
padrao.

Tabela 2: Teores (%) de agua, cinzas totais e material estranho obtidos na amostra vegetal de A.
squamosa Linn. “CA” indica o critério de aceitagdo, enquanto “A” indica a situagéo de “Aprovado”.

Etapas - Controle de Qualidade Médias + DV (%) CA Situacgao
Umidade 0,82% £ 0,18 <11% A
Cinzas Totais 4,8% + 0,002 <9% A
Material Estranho 0,5% + 0,002 <2% A

Fonte: A autora (2023).

As médias de umidade e de cinzas totais obtidas foram de 0,82% + 0,18 e de
4,80% + 0,002, respectivamente, ambos respeitando os parametros definidos pela
pela Farmacopeia Brasileira, cujos valores maximos de umidade e cinzas totais sdo
de 11% e 9%, como pode ser observado na Tabela 2 e nas Figuras 8 e 9. Para o
material estranho, obtivemos o valor médio de 0,5% % 0,002. Esse valor também
estd de acordo com o maximo de 2% toleravel, conforme consta na Farmacopeia
Brasileira. A forma de separacao do pé para verificar a matéria estranha pode ser
observada na Figura 10.

Figura 8 - Amostras de cinzas totais ao final do processo de incineragéo do po.

Fonte: A autora (2023).
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Figura 9 - Processo de separacao manual de matéria estranha do po.

Fonte: A autora (2023).

Figura 10 - Teste de umidade do pé realizado na mufla a 600°C, sendo avaliado para diferentes

intervalos de tempo.

Fonte: A autora (2023).

5.2 Rendimento dos extratos

Foi observada uma diferenca entre os rendimentos dos extratos para cada
tipo de método empregado. O calculo do rendimento foi realizado conforme descrito
na Secédo 4.4 e seus valores podem ser observados na Tabela 3, sendo perceptiveis
as variagdes no rendimento de cada método e também o método com ultrassom
como mais eficiente. Como ja& mencionado na Secdo 3.2, a técnica de ultrassom
consiste no uso de frequéncias para que seja possivel a quebra das membranas da
célula vegetal e tenha uma melhor extracdo dos compostos da planta utilizada.
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Segundo nossos resultados, esse método foi bastante eficiente para a extracdo de

componentes da casca do caule de A. squamosa Linn.

Tabela 3: Rendimento, em porcentagem, dos métodos extrativos adotados.

Método Espécie vegetal Rendimento (%)
Maceracao Annona squamosa Linn. 3,96%
Micro-ondas Annona squamosa Linn. 5,76%

Ultrassom Annona squamosa Linn. 8,51%

Fonte: A autora (2023).

5.3 Perfil fitoquimico
5.3.1 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A Tabela 4 mostra os resultados do perfil fitoquimico dos extratos
hidroetandlicos de Annona squamosa Linn. Todos os métodos extrativos utilizados
permitiram identificar a presenca de compostos fendlicos, taninos, flavonoides e

naftoquinonas.

Tabela 4: Prospeccéo fitoquimica realizada pelo método de CCD no extrato de A. squamosa Linn. Na
tabela, a presenca do composto € indicada por “+”.

Método Extrativo Compostos fendlicos Taninos Flavonoides Naftoquinonas

Maceracéao + + + +
Micro-ondas + + + +
Ultrassom + + + +

Fonte: A autora (2023).

Os testes de prospeccdo fitoquimica foram feitos pela técnica de
Cromatografia de Camada Delgada (CCD), utilizando silica-gel como camada
adsorvente e um eluente volatil, que interage com a amostra e promove, por efeito
de capilaridade, a separacao visual dos compostos na placa. Os eluentes foram
utilizados de acordo com o composto a ser identificado. A CCD é considerada uma
técnica simples, de facil acesso e execugédo, além de ter r4pida resposta e ser capaz

de identificar diferentes classes metabolicas nos extratos vegetais (Costa, 2022).
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A Tabela 4 mostra os resultados obtidos pelo CCD obtidas para os extratos de
Annona squamosa L, em que as classes metabodlicas podem ser identificadas.
Identificou-se forte presenca de compostos fendlicos, onde foi utilizado o revelador
NEU, sendo a presenca mais forte do composto fendlico na corrida do meio, onde
esta localizado o extrato obtido pelo método por ultrassom (UL). Foi possivel
observar os taninos hidrolisados, com destaque para o extrato obtido pelo método
por maceracdo (MA). Também pode ser vista a presenca de flavonoides nos trés
meétodos, com destaque para o extrato adquirido pelo método MA. Houve também a
presenca de naftoquinonas em vermelho, também com destaque para o extrato
adquirido pelo método de MA.

Na literatura, reportou-se a identificacdo de flavonoides em A. squamosa L.
(Santos, 2019), porém nas suas folhas. Foi possivel a identificacdo de flavonoides
na casca do caule de A. squamosa L. em Muflihah (2020), além da presenca positiva
dos compostos fendlicos e taninos, onde foi utilizado o mesmo eluente e revelador
gue neste estudo, assim foi possivel observar manchas azuladas nas placas de
silica, devido a reacéo do revelador FeCl3 e os grupos hidroxilas.

Em Varadharajan (2012) também foi verificado a presenca de compostos
fendlicos, taninos e flavonoides nas folhas de a. squamosa, mostrando que toda a
estrutura da planta pode ser aproveitada para o uso medicinal popular e tem grande
potencial, se bem explorada, na inddstria.

A presenca e a quantidade dos metabdlicos secundarios podem variar em
diversidade, a depender do local em que a amostra foi coletada. Os fatores que
influenciam o padrdo observado incluem sazonalidade, condi¢cdes climaticas,
temperatura, disponibilidade hidrica, altitude, poluicdo, ataques de microrganismos,
nutrientes e qualidade do solo onde a planta esta localizada (Gobbo-Neto; Lopes,
2007), com isso é possivel entender as diferengas de intensidade de cor entre os
estudos que utilizam a técnica. Todos os compostos citados possuem atividade
antimicrobiana (Pereira, 2019), sendo ponto de partida parao teste de sua agao

antifangica.

5.3.2 Determinagéo de fenais totais, taninos e flavonoides

Os resultados do teor de fendis totais, taninos e flavonoides nos extratos

brutos dos trés métodos extrativos podem ser observados na Tabela 5. Os valores
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mostrados séo referentes as meédias das triplicatas junto ao seu desvio padrdo, com
unidades de mg equivalente de &acido tanico por grama de extrato (mg EAT/g) para
fendis e taninos e mg equivalente de rutinas por grama de extrato (mg ER/g) para os

flavonoides.

Tabela 5: Atividade antioxidante e analise fitoquimica do extrato de Annona squamosa Linn., com os
trés métodos extrativos. Letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca estatistica
conforme ANOVA (seguido de Tukey), p < 0.01.

Método Fenois totais (mg Taninos Flavonoides DPPH
Extrativo EqAT/g) (mg EATI/g) (mg ER/qg) (CE. pg/mL)

Maceragéo 49,52+ 0,84 a 22,78+168a 371,34+064a 921,44+ 11,37
Micro-ondas 45,49+ 0,25 a 29,08+0,64b 10791+3,37b 871,00+ 16,11
Ultrassom 67,13+1,76 b 16,95+0,29¢c 109,93+0,78b 1242,23 + 26,15

Fonte: A autora (2023).

Na literatura se observa diferentes valores para o contetdo de fendis totais,
taninos e flavonoides de A. squamosa (Albergaria; Oliveira; Albuquerque, 2020). E
importante ressaltar que grande parte dos resultados obtidos em artigos é
proveniente de espécies de paises com clima predominantemente seco e arido, o
que favorece a biossintese desses compostos. No estudo de Gowdhami e Ayyasamy
(2014), foram encontrados os valores de 13,00 mg/g de fendis para os extratos
metandlicos e 9,28 mg/g de compostos fenolicos nos extratos aquosos das folhas
de A. squamosa. Os valores encontrados nas cascas do caule deste estudo foram
inferiores aos trés métodos extrativos cujos resultados estdo exibidos na Tabela 5.
Esse resultado também corrobora com Albergaria, Oliveira e Albuquerque (2020),
gue afirmam que a quantidade de compostos nas plantas pode variar de forma
significativa, dependendo da parte da planta e do estagio de desenvolvimento da
espécie.

Além disso, podemos observar que concentracdes inferiores foram
encontradas em Al-Nemari et al. (2020) com o uso de agua. Para fendis totais e
flavonoides, o estudo obteve 16,9 + 0,4 mg QE/g (mg por quercetina g) e 98,3 + 0,4
mg QE/g, respectivamente. Ambos os valores sao inferiores aos valores
encontrados nos trés métodos extrativos mostrados na Tabela 5. Com o uso de
metanol, os resultados de Al-Nemari et al. (2020) foram um pouco acima do caso da
agua em relacéo aos fendis totais, apresentando concentragdo de 282,1 + 11,2 mg

QE/g. Para flavonoides, no entanto, ndo se pode afirmar o0 mesmo, sendo possivel
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observar valores de 1,8 + 0,1 pg/mL.

A diferenca de teores observada com relacdo a literatura pode ser também
explicada pela predominancia ou auséncia de chuvas nas regides de coleta, como
afirmado por Gamble e Burker (1984). Araujo et al. (2015) mostraram que em climas
mais secos o0 teor dos compostos secundarios pode aumentar se comparado a
locais com estacbes mais chuvosas, além de poder atingir também outros
compostos secundarios existentes na espécie vegetal. A regido do municipio de
Altinho, em Pernambuco, onde foram coletadas as amostras, tem predominancia de
clima seco, com poucas chuvas durante a maior parte do ano, o que pode explicar a

quantidade de metabdlitos secundarios superior da Tabela 5.

5.4 Determinacao da atividade antioxidante por DPPH

Existem diferentes técnicas para avaliar a atividade antioxidante de um extrato
vegetal. Dentre elas, temos a atividade sequestradora de radical livre DPPH é uma
das mais utilizadas em estudos por ser um método rapido, sensivel e preciso. Para o
material vegetal ser considerado um bom agente antioxidante, € necessario que o
valor de CEsg (concentracéo eficaz) seja 0 menor possivel, pois implica que também
€ menor a concentragcdo necessaria da amostra para que 50% da concentracao
inicial do radical DPPH sejam inibido/consumido (Souza, 2007; Morais-de-Souza et
al.,2011).

Os valores obtidos no trabalho estdo expressos em médias + desvio padrao
na quarta coluna da Tabela 5. Os valores obtidos para os extratos pelo método de
maceracao, micro-ondas e ultrassom foram de 921,44 + 11,37 ug/mL, 871,00 + 16,11
ng/mL e de 1242,23 + 26,15 pug/mL, respectivamente. Em Saravia et al. (2018), por
liofilizacdo foram obtidos valores de 1187,04 + 12,04 mg/AG, 1211,21 + 4,23 mg/AG
e 1517,31 £ 12,34 mg/AG para as sementes, casca e polpa de Annona squamosa L.
Também foram avaliadas por Saravia et al. (2018) as sementes, casca e polpa da
fruta de graviola (Annona muricata), onde foram obtidos os valores de 1187,04 +
12,04 mg/AG, 1211,21 + 4,23 mg/AG e 1931,24 + 23,12 mg/AG, respectivamente. A
atividade antioxidante abaixo do esperado pode ser resultado do solvente utilizado
no estudo. Segundo Nandhakumar e Indumathi (2013), o metanol é mais eficiente do
que o etanol para a extracdo de compostos com atividade antioxidante. Isso é

corroborado pelos resultados de Trindade et al. (2020), de forma que o uso de
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extratos etandlicos pode ter contribuido com a baixa atividade antioxidante da casca
do caule de A. squamosa exibida na Tabela 5.

Ha também uma relacdo direta entre os teores de compostos fendlicos e
flavonoides com a acdo antioxidante dos extratos (Roesler et al.,, 2007). Como ja
observado na Tabela 5, destaca-se a alta quantidade de flavonoides encontrados na
espécie que abordamos. Para os trés métodos de extracdo utilizados, foram obtidos
valores superiores aos encontrados por Nguyen (2020), a saber 82,61 + 0,82 mg
QE/g. O valor total de polifendis (fendis e taninos) encontrado por Nguyen (2020), no
entanto, foi de 242,88 + 6,13 mg GAE/g, indicando atividade antioxidante superior a
encontrada nos trés métodos para a casca de A. squamosa Linn. em nosso estudo.
Nesse caso, 0s autores utilizaram metanol e agua destilada como solventes para a
extracdo. Em Shirwaikar e Kumar (2004), por outro lado, foi avaliada a atividade
antioxidante do extrato etandlico das folhas de Annona squamosa Linn. com o
método de ABTS (2,2-azino-bis(ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) diammonium
salt), com sequestro de até 99,08%, seguido pelo método de DPPH, com sequestro
de 89,77%, ambos utilizando a concentracdo de extrato de 1000mg/mL, valor muito
acima do que foi utilizado em nosso estudo.

A comparagdo com a literatura mostra, portanto, a sensibilidade dos
resultados com o tipo de solvente utilizado para a extragdo dos compostos e reforca
a importancia dos polifendis para caracterizacdo da atividade antioxidante das
plantas. E importante pontuar ainda, como faz Aradjo et. al (2015) no estudo da
casca de Anadenanthera colubrina, que existe uma ressalva a respeito da relacéo
entre a acdo antioxidante da planta e a presenca dos compostos fenélicos. Fatores
ambientais podem interferir nas concentracfes desses compostos ao longo do ano,
de forma que a coleta temporalmente esparsa de amostras pode refletir de maneira

limitada o potencial antioxidante do vegetal.
5.5 Determinacgéo da atividade antifungica
Para avaliar a atividade antifungica foi utilizada a técnica de microdiluicdo em

placa, descrito no documento de referéncia do Comité Brasileiro de Teste de

Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCAST) (Arendrup et al., 2020), para a
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avaliacdo das trés espécies de candidas selecionadas: C. albicans ATCC! 14053, C.
tropicalis ATCC 750 e C. parapsilosis, nos trés tipos diferentes de extracao.

Na Figura 12 podemos observar a andlise estatistica e a inibicdo do fungopelo
extrato nas trés espécies, sendo a amostra de C. parapsilosis inibida pelos extratos
obtidos através dos trés métodos extrativos. As espécies C. tropicalis e C.
parapsilosis tiveram os melhores resultados no extrato obtido por microondas e nas
trés espécies houve uma boa inibicdo em relacdo ao controle com o extrato obtido
por ultrassom. Foi realizado o teste de ANOVA e concluido que ndo ha diferencas
estatisticas nos extratos entre os métodos de extracdo para a atividade antifingica.

Segundo Dhanaraj (2020), com o0 uso das sementes de A. squamosa L. na
avaliagdo do potencial microbiolégico, incluindo o uso de C. albicans, foi observado
gue a concentracao de Proteinas Inativadoras de Ribossomo (RIP) € proporcional a
atividade antifingica. Também foi observado que as saponinas presentes na planta
tiveram uma importancia maior nos resultados antifingicos do vegetal. A casca do
caule da pinha, parte utilizada nesta dissertacdo, teve um resultado positivo para a
presenca de saponinas, o que pode ter contribuido para a acéo antifiungica sobre os
fungos selecionados. A atividade antimicrobiana é constantemente associada aos
compostos secundarios, como os fendis e flavonoides. Para Xie et al. (2015), os
flavonoides possuem atividade antifingica e tem como mecanismo inibir a sintese
de acido nucleicos, o0 que altera a permeabilidade da membrana e inibe o
metabolismo energético dos fungos. Como pode ser observado na Tabela 5, foram
encontrados valores elevados de flavonoides nos trés tipos de extracdo, o que pode
ter contribuido para a inibicdo dos fungos do género Candida.

Outros métodos também sdo reportados na literatura para a avaliacdo
antifangica por meio de extratos vegetais. Em Maulana (2023), foram realizados
testes com halo de inibicdo nos extratos aquosos da casca do caule de A.
Squamosa L. sem, no entanto, ser possivel identificar atividade antifingica. Com o
uso da técnica de microdiluicdo de 96 pocgos utilizada em nosso estudo, foi possivel
verificar a atividade antifungica utilizando o extrato do caule de A. squamosa L.
Porém, é importante ressaltar a diferenca dos solventes utilizados em cada estudo:
Maulana (2023) utilizou solvente aquoso e aqui utilizamos o solvente hidroetandlico

80%, que pode ter contribuido para os resultados positivos do nosso trabalho.

! ATCC - American Type Culture Collection.
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Figura 12 — Avaliacdo da atividade antifungica relacionada aos extratos obtidos pelos trés métodos.
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Fonte: A autora (2023).

A familia Annonaceae possui diversas espécies com atividades antifingicas
ja relatadas, como é o caso de Annona cherimola M., conhecida popularmente como
cherimoia, onde se observou uma atividade contra o fungo de interesse agricola
Fusarium oxysporum em concentracdo de 1-16 mg/mL (Méndez-Chavez, 2022).

Outra espécie que possui atividade antifingica comprovada € Annona muricata L.,
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conhecida popularmente como graviola. Cesar (2021) utilizou seu extrato metandlico
de folhas diluido em DMSO e obteve resultados de inibicdo de crescimento em C.
albicans, C. parapsilosis e C. krusei, enquanto o extrato do fruto teve inibicdo em C.
albicans e C. krusei. Dentre os compostos presentes nessas espécies, podemos
destacar alcaldides, saponinas, taninos, terpendides e antraquinonas nos extratos
aquosos e metandlicos (Cesar, 2021). Dentre eles, foi identificada em nossos
extratos etandlicos de A. squamosa L. a presenca de flavonoides, taninos,
saponinas e fendis, alguns dos quais podem ser observados na Tabela 5. O extrato
da casca de A. squamosa L. também foi diluido em DMSO (20%) para realizacéo
dos nossos testes. Todos esses resultados mostram a relevancia da familia
Annonaceae em relacdo ao seu potencial antifungico, especialmente pela presenca
de substancias com atividades biologicas relevantes como os fendis, glicosideos,
flavonoides, saponinas e taninos (Simo et al., 2018).

As diferentes espécies de Candida se comportam de forma diferente a cada
composto, portanto sua resposta e sua adaptacdo ao hospedeiro também sao
diferentes nos organismos, assim como seus mecanismos de defesa aos
antifiingicos e sua disseminacao no hospedeiro (Bitew; Abebaw, 2018; Navarro-Arias
et al., 2019; Papon et al., 2013). Assim, pode ser inferido que 0s microrganismos
também apresentem diferentes respostas aos compostos fitoquimicos das plantas,
sendo necessario incluir a espécie particular no estudo que objetive extrair
informacdes relacionadas ao género (Cesar, 2021).

Segundo Moudgal et al. (2005) a espécie de C. parapsilosis ja& se mostrou
resistente a azobis em infec¢cBes mais invasivas, quando o paciente estava mais
debilitado, como infeccBes cardiovasculares, assim mostra-se muito importante os
resultados positivos com o extrato de pinha em nosso estudo.

Nos trés extratos houve acdo antifingica, sendo o extrato obtido pelo método
ultrassom obteve uma boa acdo antifungica nas trés espécies analisadas, nas
seguintes concentragdes: 7,5mg/mL; 3,75 mg/mL e 1,87 mg/mL. A espécie de C.
parapsilosis foi inibida em todos os extratos, assim como C. tropicalis, porém C.
albicans resistente a fluconazol sé apresentou inibicdo no extrato obtido por meio de
ultrassom. O extrato pelo método de ultrassom apresentou maior concentracao de
compostos fendlicos totais, além de apresentar razoavel concentracdo de
flavonoides, como pode ser visto na Tabela 5. Os compostos observados

apresentam acdo antifingica ja comprovada (Pinto et al., 2002). E importante
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ressaltar que nos trés métodos extrativos foi quantificado uma grande quantidade de
flavonoides.

Segundo Alves et al. (2014), os compostos fendlicos ja& mostraram acao
antifingica in vitro contra espécies de Candida, como C. albicans e C. tropicalis.
Essa acdo dos compostos fendlicos pode ocorrer através de mecanismos de
inativacdo de sistema enzimaticos do microrganismo envolvido na producdo de
energia, além de estar ligado a componentes estruturais do fungo (Porte et al.,
2001).
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6 CONCLUSAO

Nesta dissertacdo avaliou-se o0 potencial antioxidante e antifungico da casca
de uma planta bastante usada para fins medicinais, Annona squamosa Linn,
popularmente conhecida como pinha. Através da preparacédo de extratos a partir de
sua casca, pretendeu-se identificar e quantificar nas amostras a presenca de
componentes como fendis, flavonoides e taninos, que sao conhecidos por
promoverem acao antioxidante e acdo antifungica. Para este ultimo caso, foi
avaliada a eficiéncia do extrato frente trés cepas do género Candida, que sao
conhecidas por causar diversas infecgcdes nas mucosas humanas, principalmente a
vaginal, que é conhecida pela sua recorréncia e por apresentar resisténcia a
medicamentos sintéticos, como o fluconazol.

. Através do método antioxidante por DPPH, indicou-se ndo haver atividade
antioxidante consideravel nas amostras para os extratos. No entanto, por meio do
teste de microdiluicho em pocos, a atividade antifangica dos extratos de A.
squamosa L. foi satisfatéria, especialmente no caso de C. parapsilosis. Foi
observado comportamento similar entre os trés métodos de extracdo utilizados
(maceragdo, micro-ondas e ultrassom) no que se refere ao rendimento do extrato,
em relacdo ao qual o método assistido por ultrassom apresentou o melhor
rendimento. Houve identificacdo de flavonoides, que s&o relevantes para acao
antifungica, em niveis compativeis ou acima aos do reportado na literatura. Esses
resultados apoiam o uso medicinal da planta para o tratamento de candidiase, mas
ainda € necessario avaliar sua atuacdo de forma isolada e em conjunto com o
medicamento sintético convencional.

Portanto, apesar da incipiente atividade antioxidante detectada para os
extratos de A. squamosa L., o potencial antifingico a partir de extratos da sua casca
foi evidente, validando o uso popular da planta e reforcando a importancia do
conhecimento empirico popular como guia para o0s estudos etnobotéanicos e
etnofarmacologicos. Faz-se necessario, no entanto, a realizacdo de novos testes
para isolar os compostos secundarios e aprofundar o entendimento do mecanismo
gue baseia sua atividade antifungica e, dessa forma, permitir o desenvolvimento de

uma alternativa terapéutica segura.
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