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RESUMO 

 

A frequência de infecções fúngicas invasivas devido a fungos patógenos oportunistas 

aumentou claramente nos últimos anos, sendo Candida albicans responsável por grande parte 

dos casos. Assim, é importante a busca de novas fontes de moléculas bioativas anti-C. 

albicans. Buchenavia tetraphylla (Combretaceae) é uma espécie neotropical, distribuída desde 

Cuba ao Rio de Janeiro, sendo uma planta etnomedicinal utilizada por comunidades 

tradicionais da região Nordeste do Brasil. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi 

identificar e caracterizar os metabólitos secundários de B. tetraphylla ativos contra isolados 

clínicos de C. albicans, avaliando os potenciais de anti-virulência. Folhas de B. tetraphylla 

coletadas em Buíque-PE, foram secas e moídas. O fracionamento do extrato metanólico foi 

realizado por cromatografia em coluna aberta Sephadex LH-20, apresentou 11 frações. A 

atividade antimicrobiana foi determinada com uso da fração I pela determinação das 

Concentrações Mínima Inibitória (CMI) e Mínima Fungicida (CMF) contra a linhagem 

padrão de C. albicans (UFPEDA1007), e cepas clínicas recentes. Resazurina (0,01%) foi 

utilizada como indicador do crescimento microbiano. Os valores do CMI e CMF foram 

satisfatório para todas as linhagens testadas, mesmo tratada com extrato metanólico e com a 

fração I desse mesmo extrato. As análises de microscopia eletrônica de varredura revelaram, 

como esperado, que as leveduras sem tratamento apresentaram formas ovais normais com 

superfícies lisas e possuíam pseudo-hifas, que estão presente característicamente em células 

patogênicas. Nas células tratadas com o valor do CMI do extrato metanólico foi observado 

modificações externas das células, apresentando maiores rachaduras e encolhimento da parede 

celular, certamente devido à perda de volume citosólico, além da inibição da formação de 

pseudo-hifas. Os micro-organismos testados apresentaram grande potencial de virulência e 

quando tratados com a fração I apresentou redução nesse potencial. A fração I foi identificada 

e demonstrou a presença de buchenavianina e seus análogos. Assim, estes resultados 

estimulam novas pesquisas sobre aspectos farmacológicos e citotóxicos dos extratos e suas 

frações de B. tetraphylla a fim de apoiar a sua aplicação como agente antimicrobiano. 

 

Palavras-chave: Caatinga. Buchenavia tetraphylla. buchenavianina. Candida albicans. 



ABSTRACT 

 

The frequency of invasive fungal infections due to opportunistic pathogenic fungi has clearly 

increased in recent years, been Candida albicans responsable for most cases. Thus, it is 

important to search for new sources of anti-C. albicans bioactive molecules. Buchenavia 

tetraphylla (Combretaceae) is a neotropical species, distributed from Cuba to Rio de Janeiro, 

being an ethnomedicinal plant used by traditional communities in the Northeast region of 

Brazil.In recent research using leaves of B. tetraphylla its antimicrobial activity has been 

proven. In this context, the objective of this work was to identify and characterize the 

secondary metabolites of B. tetraphylla active against clinical isolates of C. albican, 

evaluating anti-virulence potentials. B. tetraphylla leaves collected in the Catimbau National 

Park (Buíque, Pernambuco, Brazil) were dried and milled through the Macsalab mil (Model 

200 LAB) equipment. Fractionation of the methanolic extract was performed by Sephadex 

LH-20 open column chromatography, where it presented 11 fractions. The antimicrobial 

activity was determined using fraction I by determining the Minimum Inhibitory 

Concentrations (MIC) and Minimum Fungicide (CMF) against the standard C. albicans 

lineage (UFPEDA1007), and recent clinical strains. Resazurin (0.01%) was used as an 

indicator of microbial growth. CMI and CMF values were satisfactory for all strains tested, 

even when treated with methanolic extract and fraction I of the same extract. Scanning 

electron microscopy analyzes revealed, as expected, that untreated yeasts had normal oval 

forms with smooth surfaces and possessed pseudohyphas, which are characteristically present 

in pathogenic cells. In the cells treated with the MIC value of the methanolic extract, external 

cell modifications were observed, presenting larger cracks and shrinkage of the cell wall, 

certainly due to the loss of cytosolic volume, besides the inhibition of the formation of 

pseudohyphas. The microorganisms tested showed great virulence potential and when treated 

with fraction I presented a reduction in this potential. Fraction I was identified and 

demonstrated the presence of buchenavianina and its analogues. Thus, these results stimulate 

new research on pharmacological and cytotoxic aspects of extracts and their fractions of B. 

tetraphylla in order to support their application as an antimicrobial agent. 

 

Keywords: Caatinga. Buchenavia tetraphylla. buchenavianina. Candida albicans. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A cada ano bactérias, fungos e vírus são responsáveis por acometer mais de dois 

milhões de pessoas, causando, muitas vezes, óbitos por serem resistentes a diversas 

drogas que se tornaram ineficazes para o tratamento das infecções causadas por esses 

agentes. Segundo a ANVISA (2014), os gêneros Staphylococcus e Candida foram os 

mais encontrados em infecções hospitalares causadas por bactérias e leveduras, 

respectivamente. Estudos realizados pelo Centro de Vigilância Epidemiológica “Prof. 

Alexandre Vranjac” (2011), localizado em São Paulo - SP, mostraram que as infecções 

hospitalares constituem um sério problema de saúde pública em todo o mundo, 

representando gastos nos EUA e Reino Unidos em torno de 6,7 bilhões de dólares e 

1,06 bilhões de libras respectivamente. No Brasil, observa-se uma taxa de 15,5% de 

infecções hospitalares, com gasto de aproximadamente 5,5 bilhões de reais por ano 

causando um impacto econômico no país (SILVA et al., 2017). Neste contexto a busca 

de novos agentes antimicrobianos é de extrema importância. 

 

Micro-organismos do gênero Candida estão dentre os mais comumente 

encontrados no homem, no entanto, a espécie C. albicans é a mais patogênica e de 

grande importância clínica. Esta levedura comensal pode ser encontrada nas mucosas 

bucal e vaginal, tendo alta capacidade de adesão nos tecidos. Por ser oportunista, alguns 

fatores relacionados ao hospedeiro (mudança de pH vaginal, imunidade baixa, uso de 

antibióticos, anticoncepcionais, estresse, entre outros) favorece o seu crescimento e 

adesão, com consequente invasão dos tecidos e infecção. 

 

Devido à resistência de C. albicans a drogas já conhecidas, faz-se necessária a 

busca de novos compostos eficazes para o combate a essas leveduras. Os produtos de 

origem natural vêm sendo testados contra micro-organismos e já é comprovada sua 

eficácia na inibição desses patógenos. As plantas têm se tornado fontes potenciais de 

moléculas com propriedades medicinais, pois são fontes de metabólicos secundários 

com diversidade molecular muito superior àquelas derivadas de produtos sintéticos. 

 

A Caatinga, domínio fitogeográfico exclusivo brasileiro, localizado 

majoritariamente na região do semiárido nordestino, ocupa uma área de mais de 900 mil 

km² com variada constituição de fauna e flora. As múltiplas variáveis geoclimáticas, 

aliadas ao contexto socioeconômico, aumentam o interesse para exploração mais 



15 
 

 

profunda do potencial biotecnológico da Caatinga. Diversas plantas desse bioma são 

classificadas como medicinais por possuírem substâncias com ação farmacológica. Os 

compostos orgânicos naturais de origem vegetal, tais como os flavonoides, terpenos, 

taninos entre outros, têm apresentado ação tranquilizante, analgésica, antiinflamatória, 

citotóxica, anticoncepcional, antimicrobiana, antiviral, fungicida e inseticida. 

 

Buchenavia tetraphylla (Aubl.) R.A. Howard (Combretaceae: Combretoideae) é 

uma espécie neotropical, distribuída desde a Ilha de Cuba (América Central) até estado 

do Rio de Janeiro, no Sudeste brasileiro (América do Sul). No Brasil, esta planta é 

popularmente conhecida como “tanimbuca” e é relacionada como uma planta 

etnomedicinal por comunidades tradicionais na região Nordeste do Brasil. Em recentes 

estudos do nosso grupo, um elevado potencial anti-S. aureus e anti-C.albicans foi 

observado para extratos/frações de folhas de B. tetraphylla. A investigação da ação 

antimicrobiana dos extratos e a identificação dos mecanismos de ação relacionados 

representam um passo fundamental para o uso destes compostos isolados do 

fracionamento do extrato metanólico de B. tetraohylla como produtos para as indústrias 

farmacêuticas, pois são de baixo custo e com eficácia já descrita na literatura. Além 

disso, o Brasil é o país com maior reserva florestal diversificada do planeta, porém, 

mesmo havendo um crescimento do conhecimento científico sobre a avaliação do 

potencial terapêutico das plantas, ainda há escassez de estudos sobre da grande maioria 

das espécies. Muitas das publicações se referem a ensaios empíricos com base no dito 

popular e apenas 1% das espécies vegetais foi validada por estudos científicos 

(FRANCISCO, 2010). 

 

Nesse trabalho foi avaliada, a atividade anti-Candida e as alterações 

ultraestruturais induzidas em isolados clínicos de C. albicans, de extratos e uma de suas 

frações obtidos de folhas de B. tetraphylla além da análise dos seus potenciais 

citotóxicos contra eritrócitos humanos. 
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1.1 OBJETIVOS 

 
 

1.1.1 Objetivo Geral 
 

Identificar e caracterizar metabólitos secundários de B. Tetraphylla ativos contra 

isolados clínicos de C. albicans, avaliando os potenciais de anti-virulência. 

1.1.2 Objetivo Específico 
 

• Extrair, caracterizar e identificar os extratos orgêncios de B. Tetraphylla; 

 
• Mensurar a suscetibilidade das linhagens de C. albicans a drogas comerciais; 

 
• Determinar a Concentração Mínima Inibitória (CMI) e Concentração Mínima 

Microbicida (CMM) do extrato∕fração de B. tetraphylla contra C. albicans; 

 

• Verificar o sinergismo do extrato metanólico de B. tetraphylla com antifúngicos 

utilizado na terapêutica (fluconazol); 

 

• Determinar a atividade hemolítica do extrato metanólico de B. tetraphylla 

utilizando eritrócitos humanos; 

 
• Determinação de produção de oxido nítrico e viabilidade celular de macrófagos 

tratados com extrato metanólico de B. tetraphylla; 

 

• Analisar alterações ultra-estruturais da C. albicans através de microscopia de 

varredura; 

 

• Efetuar fracionamento cromatográfico do extrato metanólico, visando separar a 

composição química da espécie em estudo; 

 

• Identificar os compostos isolados que foram fracionados na cromatografia; 

 
• Avaliar o potencial antibiofilme, antimicrobiano e anti-virulência dos compostos 

isolados contra Candida albicans; 

 

• Aplicar os compostos isolados no fracionamento em modelos de infecção in vivo 

utilizando o inseto Tenebrio molitor. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 
 

2.1 INFECÇÕES RELACIONADAS COM ASSISTÊNCIA À SAÚDE 

 
 

A infecção relacionada com assistência à saúde (IRAS) ganhou destaque no Brasil 

a partir dos anos 70. A transmissão de micro-organismos no meio hospitalar 

representava uma grande preocupação para todos os profissionais da área da saúde 

sendo uma das principais causas de morte em pacientes hospitalizados mundialmente 

(ANVISA, 2014). 

No Brasil, o Ministério da Saúde mostra que a taxa média de infecção hospitalar 

é de aproximadamente 15%. Na Europa e Estados Unidos da America representa cerca 

de 10%, no mundo está diretamente relacionado ao grau de complexidade de cada 

hospital. Os gêneros Staphylococcus e Candida (figura 1) foram os mais encontrados 

nas infecções hospitalares causadas por bactérias e leveduras (ANVISA, 2007; 

GASPAR et al., 2012; BARROS et al., 2012; DOI et al., 2016). Esse tipo de infecção 

constitui um sério problema de saúde pública em todo mundo e, em alguns países vêm 

crescendo os gastos com Infecção Hospitalar (IH): nos EUA e Reino Unido os gastos 

foram em torno de 6,7 bilhões de dólares e 1,06 bilhões de libras, respectivamente. 

 

 
 

Figura3 - Os gêneros Staphylococcus e Candida em microscopia eletrônica de varredura e presente na 

infecção. A) imagem de Staphylococcus aureus por microscopia eletrônica de varredura. B) Infecção por 

Staphylococcus aureus. C) imagem de Candida albincas por microscopia eletrônica de varredura D) 

infecção por Candida albicans presente na cavidade oral. 
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Fonte: Barros et al. (2012) 

 

 

 

 

 
Em pesquisa realizada por Barros et al. (2012), foram identificados vários micro- 

organismos de ambiente hospitalar causadores de IRAS. Em destaque, a Pseudomonas 

sp. (5,4%), Staphylococcus aureus (4,7%), Proteus mirabilis (4,1%), Klebsiela sp 

(2,7%), além do Staphylococcus epidermidis, Candida albicans, Enterobacter cloacae, 

Enterococcus gallinarium, leveduras e Raoutella ornithinolytica. 

 

 

2.2 CANDIDA ALBICANS 

 
 
 

Gênero Candida pertencem ao Reino Fungi, grupo Eumycota, filo Ascomycota, 

classe Blastomycetes e fazem parte da familia Criptococcaceae. Dentre as 200 espécies 

deste gênero, a C. albicans é uma das mais virulentas, estando frequentemente 

envolvida em candidíases, com prevalência na Europa, Canadá e nas Américas 

(COLOMBO et al., 2013; CRISEO et al., 2015; CHIN et al., 2016). 

 

Esse gênero apresenta várias características como blastoconídeos globosos e 

ovóides, gram-positivo, dimórfico (formação de micélio), saprófita, que apresentam 

virulência limitada. As espécies de Candida podem reproduzir-se por gemulação, dando 

à célula uma forma oval (figura 2A), característica das leveduras, ou podem crescer sob 

a forma filamentosa (figura 2B) através da produção de tubos germinativos resultando 

numa conversão da forma de levedura para um crescimento em forma de micélio, com 

produção de pseudo-hifas (LACAZ et al., 2002; CARDOSO, 2004; WILLIAMS et al., 

2011). 
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Figura4 – Candida albicans: A- forma oval (levedura) e B- Forma filamentosa (pseudo-hifas) 

 

 

 

 

 

 

 

As espécies do gênero Candida são oportunistas e alguns fatores desencadeadores 

são necessários para que ocorra a manifestação e∕ou proliferação da doença. Dentre 

estes fatores destacam-se; relações sexuais sem preservativos, gravidez, ingestão de 

anticoncepcionais com alta dose de estrogênio, diabetes, disfunções da tireóide, 

obesidade, uso de dispositivos intrauterinos (DIU), má nutrição, anemia, corticoterapia, 

quimioterapia, infecções crônicas, uso de antibióticos, doenças imunológicas e 

imunodeficiênicas; alguns pesquisadores afirmam que a região geográfica e o clima 

podem fazer parte desse processo (DRAKE; MAIBACH, 1974; SOBEL, 2007; 

HOLANDA et al., 2007; NYIRJESY, 2008; KENNEDY; SOBEL, 2010; AHMADEY; 

MOHAMED, 2014; CAUCHIE et al., 2017; BRADFORD; RAVEL, 2017). 

 
A patogenicidade de um micro-organismo é definida por múltiplos fatores que 

determinam a doença. A transição de um micro-organismo comensal inofensivo a 

patógeno é atribuível a um extenso repertório de fatores de virulência seletivamente 

expressos sob adequadas condições predisponentes (NAGLIK; CHALLACOMBE; 

HUBE, 2003; ISHIDA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; HÖFS et al., 2016). 

 
Dentres os fatores de virulência, os mais reconhecidos são para especies de 

Candida: a capacidade de aderir a células epiteliais e endoteliais humanas, a produção 

de enzimas hidrolíticas extracelulares, como as proteinases e fosfolipases, a 

variabilidade fenotípica e a capacidade de aderir e secretar uma matriz exopolimérica 
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em materiais implantados, bem como nos tecidos de pacientes, originando uma estrutura 

denominada biofilme. (FILHO et al., 2017; CALDERONE, FONZI, 2001; HASAN et 

al., 2009; SILVA et al., 2011) . 

 

 

 

 
2.3 FATORES DE VIRULÊNCIA 

 
 
 

A virulência de determinados micro-organismos é determinada geneticamente e 

expressa apenas quando estão em condições favoráveis. A Candida, quando expressa o 

gene de virulência passa de uma levedura inofensiva comensal a patógeno. Tais fatores 

permitem que ela cause infecções e invadam os tecidos do hospedeiro (GHANNOUM; 

RADWAN, 1990; VAZQUES et al.; 2014; CASSONE, 2015; HÖFS et al., 2016). 

 

A proteinase é umas das enzimas responsáveis pela capacidade de adesão celular, 

secretada junto à fosfolipase e lipase que também participam no processo fundamental 

para a virulência da C. albicans, sendo um pré-requisito na formação de biofilme. A 

elevada produção de proteinase por esta espécie de levedura leva a uma maior aderência 

às células do epitélio, penetração e destruição tecidual. As proteinases de um modo 

geral estão envolvidas em vários processos que incluem a formação de pseudomicélio, 

aderência e o fenômeno “switching” e contribuem ainda mais para a patogenicidade das 

e leveduras (HARTMANN et al., 2016). O estudo realizado por Hartmann et al. (2016), 

que avaliou a incidência de Candida spp. na mucosa oral de pacientes infectados pelo 

vírus da imunodeficiência humana (HIV) no município de Santo Ângelo, no estado de 

Goiás-Brasil, mostrou que todas as espécies apresentaram atividades positivas para 

proteinase, revelando que as enzimas hidrolíticas quando secretadas por micro- 

organismos são de grande importância no fator de virulência (COSTA, 2009). 

 

A formação de pseudo-hifas, que está correlacionada com o dimorfismo, a 

capacidade de crescimento como blastoporos, pseudo-hidas e hifas, é um dos fatores 

virulência nos casos de infecções pelas espécies de Candida. As variações de 

dimorfismo podem ser induzidas por condições ambientais favoráveis como 

temperatura, baixa de imunidade do hospedeiro, pH neutro, CO2, nutrientes (fontes de 
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carbono, nitrogênio e aminoácido) entre outros fatores (GERALDINO et al.,2012; 

CALDERONE et al., 2001; NAGLIK et al., 2004). Assim, a forma filamentosa 

geralmente está ligada a doenças e à invasão tecidual, enquanto o formato 

leveduriforme está associado ao estado comensal (ISHIDA, 2010). Pesquisas realizadas 

por Shi et al. (2002), demostraram em duas linhagens de Candida submetidas a 

variações ambientais (mudanças de pH, temperatura, entre outros), a formação de 

pseudo-hifas, tornando-as patogênicas. 

 

A formação de biofilme por Candida apresenta uma alta patogenicidade causando 

resistência a antifúngicos. O biofilme compreende colônias microbianas envoltas por 

uma matriz extracelular e aderidas a uma superfície. Segundo Gulati e Nobile (2016), o 

primeiro relato científico sobre biofilme foi em 1638 descrito por Antonie Van 

Leeuwenhoek em um artigo para a Sociedade Real de Londres. Nas últimas décadas, 

vem crescendo a quantidade de estudos científicos sobre biofilme que, em grande 

maioria são encontrados em associação com outros micro-organismos, criando uma 

comunidade (GULATI; NOBILE, 2016). 

 

O processo de formação de biofilmes (Figura 3) é baseado em etapas e começa 

basicamente com a adesão, formação de colônias, proliferação e diferenciação, secreção 

de matriz extracelular, maturação e dispersão (CAMPOS, 2017; VERMELHO, 2007). 

Estudos sugerem um papel importante da matriz extracelular nesse processo, mostrando 

que a arquitetura do biofilme age no sequestro dos fármacos, impedindo que esses 

medicamentos desencadeiem o resultado esperado (VALENTÍN et al., 2012; BARROS 

et al., 2016; YU et al., 2016). Cavalcanti Filho et al (2016), demostraram que o extrato 

metanólico de Buchenavia tetraphylla inibiu a formação de biofilme em amostras de 

Candida albicans isolada de cultura vaginal. 
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Figura3 - Processo de formação de biofilmes baseado em etapas. (a) colonização primaria, (b) divisão e 

proliferação celular, (c) colonização secundaria e (d) etapa final da formação de biofilme. 

 
 

 

Fonte: Shakya et al. (2017) 

 

 

 

 

 

2.4 PLANTAS MEDICINAIS 

 
 
 

Desde o início da humanidade, as plantas têm sido utilizadas como um importante 

recurso para sociedade, como fontes de nutrientes e no tratamento de patologias. O uso 

de plantas com finalidade medicional, principalmente em regiões onde o acesso ao 

cuidado de saúde formal é limitado, e a seleção e aplicabilidade dependem dos 

sintomas, da disponibilidade de espécies na região, de aspectos culturais e educacionais 

(MAHABIR; GULLIFORD, 1997; RATES,2001; AMOROZO, 2002; OLIVEIRA et 

al., 2007; AWAD; AWAAD, 2017). 

 

No Brasil, a utilização das plantas como fonte de medicamentos teve influências 

das culturas indígena, africana e europeia. Um exemplo é o uso da raiz da Psychotria 

ipecacuanha (nome popular Ipeca), pelos humanos, para alívio de cólicas e diarréias. Os 

pajés associavam o uso de plantas a rituais de magia e seus tratamentos eram 
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transmitidos oralmente de uma geração a outra (LORENZI; MATOS, 2002; JORGE; 

MORAIS, 2003). 

 

As plantas são uma fonte excepcional de produtos naturais bioativos. Esses 

compostos são cruciais para o desenvolvimento de diversos fármacos comercializados 

no mundo inteiro, devido a sua elevada diversidade molecular, sendo maior do que os 

compostos derivados dos processos de síntese química. A complexidade e variedade 

desses metabólitos são resultados de influências ambientais (BRESOLIN; CECHINEL- 

FILHO, 2003; ALVES, 2008; SHER, 2009). Os metabólitos secundários estão 

especialmente relacionados às propriedades terapêuticas das plantas sendo quatro as 

principais classes com significado para o homem: alcaloides, fenilpropanoides, 

flavonoides e terpenóides (NEVES; CUNHA, 2006). 

 

Esses compostos são responsáveis pelos efeitos medicinais, ou tóxicos, das 

plantas e apresentam grande importância ecológica, uma vez que podem atuar na 

atração de polinizadores ou representar uma defesa química contra estresse ambiental 

(LÓPEZ, 2006; RAVEN et al., 2007). Assim, esses metabólitos são importantes no 

mecanismo de defesa das plantas contra predadores, sejam fungos, bactérias, vírus, 

parasitas, insetos, moluscos ou animais superiores. Algumas plantas superiores podem 

formar substâncias de natureza antimicrobiana, antifúngicas e antitumorais (YUNES; 

CALIXTO, 2001). 

 

No mundo inteiro, têm sido estabelecidas políticas de desenvolvimento do uso das 

plantas medicinais e fitoterápicas principalmente com envolvimento da Organização 

Mundial da Saúde (OMS). Essas medidas visam o acesso ao conhecimento sobre as 

plantas, o respeito aos princípios de segurança e eficácia na saúde, a pesquisa de novos 

fitoterápicos e a conciliação de desenvolvimento socioeconômico e conservação 

ambiental (BRASIL, 2001; 2006). 

 

Há muitas iniciativas no Brasil em relação às plantas medicinais, por exemplo, 

para o uso nos serviços público de saúde. O Programa Nacional de Plantas Medicinais e 

Fitoterápicos, instituído no Brasil em 2008 pelo Ministério da Saúde, estabeleceu como 

metas inserir com segurança, eficácia e qualidade as plantas medicinais, fitoterápicos e 

serviços relacionados à fitoterapia no Sistema Único de Saúde (SUS) (RESINUS, 2009; 

GIRALDI; HANAZAKI, 2010; SILVELLO, 2010; BRASIL, 2011). 
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2.5 COMPOSTOS BIOATIVOS DE PLANTAS 

 
 
 

Há séculos a população utiliza produtos naturais para o tratamento de diferentes 

patologias. Diversas atividades biológicas dessas plantas já foram descritas na literatura 

como atividades antimicrobiana, antitumoral, antioxidante, entre outras. (MARISCO & 

PUNGARTNIK, 2015; ZIELINSKI et al., 2014; ALEZANDRE et al. 2017). A maioria 

dos princípios ativos de importância farmacológica encontrada nos extratos vegetais, de 

modo geral, é oriunda de uma variedade de metabólitos secundários (FERREIRA; 

PINTO, 2010, SILVA; LIMA, 2016). 

 

O conjunto de processos metabólicos que desempenham uma função essencial no 

vegetal, tais como a fotossíntese, a respiração e o transporte de solutos, entende-se por 

metabolismo primário. Assim, os compostos envolvidos nesse processo possuem uma 

distribuição universal nas plantas. São eles: aminoácidos, nucleotídeos, lipídios, 

carboidratos e a clorofila. A produção dos metabólitos secundários é de fundamental 

importância para a adaptação das plantas aos seus ambientes; essas moléculas 

contribuem para que as mesmas possam ter uma boa interação com os diferentes 

ecossistemas. Esses metabólitos despertam interesse não só pelas atividades biológicas 

produzidas pelas plantas em resposta aos estímulos do meio ambiente, mas pela imensa 

atividade farmacológica desses compostos (SILVA; LIMA, 2016; SHAKYA et al., 

2017). 

 

A síntese dos metabólitos secundários pelas plantas consiste em um processo de 

várias etapas influenciadas por diferentes variáveis (figura 4) tais como, temperatura, 

umidade, luminosidade, disponibilidade de água, radiação, sazonalidade, entre outras. 

Os metabólitos secundários representam uma interface química entre as plantas e o 

ambiente circundante, portanto, fatores bióticos e abióticos podem interferir com a 

qualidade e a quantidade de produtos secundários resultantes do metabolismo de uma 

planta em determinado momento. A fantástica variedade e complexidade de metabólitos 

especiais biossintetizados pelas plantas se formou e evoluiu como mecanismo de defesa 

desses vegetais às condições ambientais ricas em microrganismos, insetos, animais e 

também às condições de adaptação e regulação do meio ambiente (GOBBO-NETO; 
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LOPES, 2007; ALVES, 2001; FERREIRA; PINTO, 2010; SILVA; LIMA, 2016; 

SHAKYA et al. 2017). 

 

 

 

 
Figura4. Esquema de fatores de influências na síntise de metabólitos secundários 

 
 

 
 

Fonte: Gobbo-Neto; Lopes (2007) 

 

 

 

 

 

 
Os metabólitos secundários são produzidos por diversas fontes biossintéticas, 

sendo as mais importantes a via do ácido chiquimico (fenóis, taninos e alcalóides 

aromáticos), ácido malônico (fenóis e alcalóides), ácido mevalônico (terpenos, 

esteróides e alcalóides) e acetil-coA (polipeptídios), como também podem ser 

produzidos através de reações anabólicas (FIGURA 5). Para que essas reações 

biossintéticas aconteçam, é consumida muita energia, obtida através da glicólise e do 

ciclo do ácido cítrico (GARCIA; CARRIL, 2009; PETROCSKA, 2012). 
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Figura5. Esquema das vias do metabolismo secundário de plantas 

 

 

 
Fonte: Simões (2003) 

 

 

 

 

 

 
Estes metabólitos podem ser divididos em três classes químicas diferentes: Os 

alcalóides, terpenos e compostos fenólicos. I) os alcalóides que são compostos cíclicos 

com papel importante na formação e maturação das sementes, responsáveis pelo sabor 

amargo das mesmas, apresentam efeito analgésico e atuam no sistema nervoso central 

dos seres humanos, porém seu uso inadequado pode conferir ao indivíduo dependência; 

II) os terpenos que são subdivididos em monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, 

triterpenos e os tetraterpenos, têm a função de agentes germinadores, responsável pelo 

aroma e proteção de plantas; e III) os compostos fenólicos que são chamados de 

flavonóides e são responsáveis pelo sabor, odor, e coloração dos vegetais (VIZZOTO et 

al., 2010). 
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2.5.1 Terpenos 

 

 

 
O maior grupo de metabólitos secundários é conhecido como terpenos ou 

terpenóides. São derivados do isopreno (C5) e são classificados em monoterpenos 

(C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) 

(DEWICK, 2009). Os terpenos são moléculas formadas por meio de duas rotas 

metabólicas distintas: rota do ácido mevalônico e rota do 1-desoxilulose 5- fosfato 

(DXT) (MC MURRY, 2011; TAIZ; ZEIGER, 2004). A estrutura química de um  

terpeno apresenta dupla ligação, carbono-carbono, sendo reconhecida como 

hidrocarboneto insaturado, porém se contém oxigênio, é denominado terpenoide 

(LOMMIS; CROTEAU, 2014); são vários os exemplos de terpenos naturais tais como 

esqualeno, β-caroteno, entre outros. 

 

Os monoterpenos (C10) são os principais constituintes dos produtos extraídos de 

plantas e são importantes na indústria farmacêutica, atuando como herbicidas, 

pesticidas, agentes antimicrobianos e anticarcinogênicos em alimentos, além do seu uso 

no controle de dores e inflamações (SILVA, 2005). São biodegradáveis, por isso são 

utilizados no controle de pragas (SILVA, 2008). O terpeno, com maior número de 

representantes, são os sesquiterpenos (C15), presentes em várias plantas e que possuem 

atividades bioativas como ação alelopáticas, inibindo o crescimento de raízes e atuam 

no sistema de defesa das plantas, além de apresentarem atividades fungitotóxica, 

pesticidas e herbicidas (LORENA & BICAS, 2016). 

 

Os monoterpenos e sesquiterpenos apresentam estruturas com a massa molecular 

menor e volatilidade acentuada, tendo uma grande importância para o aroma de frutas 

cítricas, ervas, especiarias e condimentos (MENDES-PINTO, 2011; FARKAS; 

MOHÁCSI-FARKAS, 2014). Os terpenos são encontrados em plantas, e contribuem 

para o aroma de plantas e frutos. Além, de ser utilizados nas indústrias farmacêuticas e 

alimentícias (RAVINDRA; KULKARNI, 2015). 

 

 

 

 

 
2.5.2 Flavonóides 
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São compostos por anéis aromáticos hidroxilados, podendo ser um ou mais e são 

responsáveis pela atividade antioxidante de vegetais. Essas substâncias bioativas 

apresentam propriedades de óxido-redução atuando na absorção e neutralização de 

radicais livres, possuem elétrons π em sua estrutura que estabilizam o radical formado 

pela oxidação do fenol (HORST, 2008). Os flavonóides são sintetizados a partir das vias 

dos fenilpropanóides, que são vias mistas: I) acetato via ácido mevalônico e II) via 

ácido chiquímico (POZZI, 2007). 

 

A estrutura básica dessa classe é formada por 15 átomos de carbono na forma 

C6-C3-C6, baseada no núcleo de dois anéis benzênicos (A e B), ligados a um anel 

pirano (C). Os flavonóides devido a sua variedade estrutural são subdivididos em 6 

classes, de acordo com o grau de saturação e oxidação do anel pirano: flavonona, 

flavonol, flavona, flavonol, antocianidina e isoflavona (BERNARDES, PEÇANHA, 

OLIVEIRA, 2010; KOIRALA et al., 2016; JOHNSTON, 2015). Esses compostos 

desempenham um papel essencial para as plantas, atuando como protetor contra agentes 

oxidantes (raios ultravioletas, poluição ambiental, substâncias químicas presentes). 

Além de ter um grande potencial antimicrobiano, antioxidante, antiviral, antitumoral, 

anti-inflamatório, ação antialérgicas, fotoprotetora, atividades contra o desenvolvimento 

de tumores, anti-hepatotóxica, antiulcerogênica, antiplaquetária, entre outras (LOPES et 

al. 2000; RAI, 2010; CORDEIRO, 2013; SAVI et al., 2017). 

 

 

 

 

 
2.5.3 Taninos 

 

 

 
Os metabolitos secundários das plantas apresentam um grupo de compostos 

fenólicos denominados taninos e são definidos como polímeros fenólicos solúveis em 

água que precipitam proteínas. Esses compostos apresentam alto peso molecular, entre 

500 a 3000 Da e contêm grupos hidroxila-fenólicos em quantidade suficiente para 

permitir a formação de ligações cruzadas estáveis com proteínas (DESHPANDE et al. 

1986; MANGAN, 1988;HASLAM, 1989; BUTLER et al., 1984). 
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A classificação de acordo com sua estrutura química pode ser taninos 

hidrolisáveis e taninos condensados. Os taninos hidrolisáveis são ésteres de ácido gálico 

e elágico glicolisados, obtidos pela rota do chiquimato em que o grupo hidroxila do 

açúcar é esterificado com os ácidos fenólicos. Os ésteres do ácido hexaidroxidifênico 

são formados pelo acoplamento oxidativo fenólico de funções galoil catalisados pela 

enzima tipo lacase fenol oxidase (DEWICK, 2009). 

 

Os taninos são considerados como meio de defesa da planta contra micro- 

organismos (fungos, bactérias e vírus), contra ataques de insetos e herbívoros 

(TAKECHI et al., 1985; Temmink et al., 1989). Em estudo realizado por Boughdad et 

al. (1986) observou-se que a alta presença de taninos pode reduzir o desenvolvimento  

de insetos e larvas. Os taninos apresentam grandes atividades biológicas e 

farmacológicas, podendo ser citadas: efeito anti-séptico, antimicrobiano, antidiarreico, 

inibitório da replicação do HIV (inibindo a transcriptase reversa, dificultando a 

replicação viral), antihelmíntica e antihepatóxica, anti-tumorais, inibição de enzimas, 

utilizados em algumas intoxicações, no tratamento de feridas, queimaduras e inflamação 

da pele (MONTEIRO et al., 2005; HASLAM, 1996; YILDIRIM &KUTLU, 2015). 

 

 

 

 

 
2.6 CAANTIGA 

 

 

 
A caatinga (figura 6), bioma exclusivo brasileiro, compreende uma área de 

aproximadamente 900 mil km2, representando 60% da região Nordeste e 11% do 

território do Brasil que abrange os estados do Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte, 

Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais (AGRA, et al., 2008; 

BRASIL, 2014). A caatinga apresenta a vegetação mais heterogênea dentre os biomas 

encontrados no Brasil, tendo como característica o potencial hídrico reduzido no solo 

com acentuado período de estação seca, entre sete e dez meses; sua flora nativa 

apresenta então caracteres anatômicos, morfológicos e funcionais especializados para a 

sobrevivência destas plantas às condições adversas de clima e solo (RIZZINI, 1997; 

SAMPAIO et al., 2002; ALBURQUERQUE et al., 2006). Esta vegetação diversificada, 
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representada por aproximadamente 159 famílias, 1.141 gêneros e 4.547espécies e 

dessas, 318 espécies são consideradas endêmicas (AGRA et al., 2008). 

 

As principais famílias encontradas na caatinga, segundo Almeida (2010), são: 

Leguminosae (278 espécies), Convolvulaceae (103 espécies), Euphorbiaceae (73 

espécies), Malpighiaceae (71 espécies), Combretaceae (70 espécies), Poaceae (66 

espécies) e Cactaceae (57 espécies). Pesquisas anteriores sobre a caatinga mostram que, 

além da importância biológica, esse bioma encerra um considerável potencial 

econômico, com espécies de excelente uso como forragens, frutíferas e medicinais. 

 

O uso popular de plantas medicinais é descrito em uma vasta literatura 

(ALBUQUERQUE, 2000; ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002; ALMEIDA; 

ALBUQUERQUE, 2002; CORDEIRO et al, 2015; VIEIRA et al., 2016; SOARES et 

al., 2016). Estudos têm comprovado a ação de muitas espécies ocorrentes neste bioma 

com efeito terapêutico comprovado entre a população economicamente mais carente 

(ALMEIDA;  ALBURQUERQUE,  2002;  AWAD;  AWAAD,  2017).  Além  disso,  as 

plantas da Caatinga são ricas em compostos ativos como flavonóides, compostos 

fenólicos, terpenos, taninos, alcalóides e sesquiterpenos. 

Mesmo ainda não sendo muito estudado, pesquisas já descreveram diversas 

atividades biológicas da vegetação da caatinga, tais como: antimicrobiana, anti- 

inflamatória, antibiofilme, antioxidante e antiparasitária (TRENTIN et al., 2014; 

SANTOS et al., 2016; PAREDES et al., 2016; VIEIRA et al., 2016; SOARES et al., 

2016; ARAÚJO et al., 2017; BONIFACE et al., 2017). 
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Figura6 – Mapa da localização do bioma Caatinga 
 

 
Fonte: www.agencia.cnptia.embrapa.br 

 

 

 

 

 

 
2.7 FAMILIA COMBRETACEAE 

 

 
 

A família Combretaceae abrange aproximadamente 70 gêneros e cerca de 600 

espécies difundidas nas regiões tropicais e subtropicais. Estas espécies possuem 

características evolutivas avançadas, ocorrendo em diversos biomas, incluindo os 

ambientes especiais, como mangues e 15 regiões áridas encontradas, principalmente, em 

diversas partes da África, sendo comumente utilizadas com propósitos medicinais. Os 

principais usos dessas plantas são para o tratamento de doenças infecciosas como 

diarréia, gripe, sífilis e gonorréia, febre, dores musculares, hipertensão e edema 

(BARROSO, 1991; MCGAW et al., 2001; PIETROVSKI, 2006; FYHRQUIST, 2007; 

KAPOOR, 2014; SILVA et al., 2015; ALI KHAN et al., 2017). 

http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/
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Os maiores gêneros desta família são: Combretum, Terminalia e Quisqualis 

(ELOFF, 2008). No Brasil, estima-se a ocorrência de 62 espécies, subordinadas a 5 

gêneros; gêneros nativos (Buchenavia, Crombretum, Conocarpus, Laguncularia e 

Terminalia (SOUZA; LORENZI, 2005; MARQUETE; VALENTE, 2006, 

MARQUETE; LOIOLA, 2015). 

 

Nas Américas, as espécies da família destacam-se pelas atividades anti- 

inflamatória, anti-helmíntica, anti-esquitosomal, antimicrobiana, antiviral, antifúngica, 

no combate a diarreia e a hipertensão, além de anti-tumoral contra linhagem de células 

modificadas de mama, ovário, próstata e tecido ósseo (PETTIT et al., 1996; MCGAW et 

al.,2001; SALEEM et al., 2002; FYHRQUIST et al., 2002; CIRLA; MANN, 2003; 

BESSONG et al.,2005; CHEN; LI, 2006; FYHRQUIST et al., 2006; MAREGESI et al., 

2008; KAPOOR, 2014; ACHARYYA, 2015; LEE et al., 2017). 

 

Pesquisas envolvendo espécies do gênero Buchenavia vêm aumentando e já 

proporcionaram o isolamento e identificação de diversos compostos com propriedades 

biológicas conhecidas, como taninos, flavonóides, terpenos, triterpenos, carboidratos, 

entre outros. Esses compostos são, provavelmente, os responsáveis pelas diversas 

propriedades biológicas comprovadas em pesquisas. Estudos envolvendo espécies do 

gênero Buchenavia têm evidenciado propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti- 

biofilmes referentes aos extratos e também aos compostos isolados (OLIVEIRA et al. 

2012; CAMARGO; SUFFREDINI, 2014; CAVALCANTI FILHO et al., 2017). 

 

O gênero Buchenavia apresenta aproximadamente cerca de 25 espécies, 

distribuídas desde a América Central até a América do Sul (Venezuela, Colômbia, 

Guianas, Brasil, Peru e Bolívia). No Brasil está amplamente distribuído entre Norte até 

sudeste, mas seus representantes são encontrados, principalmente, no Norte com cerca 

de 20 espécies diferentes. Este gênero é caracterizado por porte arbustivo ou arbóreo, 

folhas simples e alternas, flores sem pétalas, com frutos do tipo drupa e arredondados 

(MARQUETE; LOIOLA, 2015). Em relação a atividades biológicas, o gênero apresenta 

poucos estudos, porém os que são encontrados na literatura mostram a presença de 

compostos bioativos (alcalóides, flavonóides, taninos e entre outros). Estudos realizados 

por Cavalcanti-Filho et al. (2017) e Cavalcanti Filho et al. (2016), demonstram 
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atividades biológicas deste gênero, tais como, atividades antimicrobiana, anti-virulenta  

e anti-biofilme. 

 

 

 
2.8 Buchenavia tetraphylla 

 
A Buchenavia tetraphylla (figura 7) é um planta da familia Combretaceae, 

encontrada desde Cuba (América Central) ao Sudeste Brasileiro (América do Sul) 

(WEAVER, 1991). No Brasil, esta espécie é conhecida porpulamente como tanimbuca 

(FIGURA 12) e está relacionada como uma planta medicinal por comunidades 

tradicionais (AGRA et al., 2007, 2008). Pesquisa realizada com extratos da folha de B. 

tetraphylla, demostraram resultados de inibição da replicação do DNA de 

Staphylococcus aureus (DA SILVA et al., 2016). 

 

Em estudos fitoquímicos de B. Tetraphylla, verificou-se a presença de 

hidrocabornetos, açúcar, glicosídeo, terpeno, taninos, flavonoides, carboidratos, 

protoantocianidinas, leucoantocianidinas e triterpeno (CAVALCANTI-FILHO et al., 

2017; OLIVEIRA et al., 2012). Em pesquisas realizadas por vários autores foram 

apresentandos resultados frente a micro-organismos patogênicos como Candida sp, 

Staphylococcus sp, Pseudomona sp, entre outros. Além de exibir baixos efeitos 

citotóxicos e grande pontecial antioxidante (OLIVEIRA et al., 2012, MOHAMMAD; 

HASAN; MOHAMED, 2016; AIRES, 2017; CAVALCANTI FILHO et al., 2017). 

 
 

Figura7 – Buchenavia tetraphylla: planta (A) e folhas (B) 

 

 

Fonte: https://www.flickr.com/photos/tags/taxonomy%3Abenomial%3Dbuchenavia+tetraphylla/ 

https://www.flickr.com/photos/tags/taxonomy%3Abenomial%3Dbuchenavia%2Btetraphylla/
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3 RESULTADOS 

3.1 ATIVIDADES ANTIMICROBINA DE BUCHENAVIA TETRAPHYLLA 

CONTRA ESPECIES DE C. ALBICANS ISOLADAS DE SECREÇÃO VAGINAL. 
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3.2 ATIVIDADES BIOLÓGICAS DO EXTRATO METANÓLICO DA B. 

tetraphylla. 

 

 
Biological activities of methanolic extract of Buchenavia 

tetraphylla 
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The aim of this study was to evaluate the antimicrobial and antivirulence activities of the 

methanolic extract from leaves of Buchenavia tetraphylla against Candida albicans. The antimicrobial 

activity was assayed through determination of minimum inhibitory and microbicide concentrations 

(MIC and MMC) by broth microdilution method (using 10 strains of C. albicans). The antivirulence 

properties were evaluated by traditional antibiofilm and anti-hyphae assays. The MIC values ranged 

from 0.078125 mg/mL to 1.25 mg/mL; and CMM of 0.15625 mg/mL to 2.5 mg/mL. At sub -inhibitory 

concentrations (MIC/2 and MIC/4), a strong reduction in the biofilm formation was observed. Finally, 

the extract was able to totally inhibit the hyphae formation of two strains (UFPEDA1007 and F08). 

Thus, these results provide new insights into the biotechnological potential of B. tetraphylla, 

encouraging future researches regarding the identification of active (s) compound (s), and 

determination of action mechanisms and pharmacological aspects. All these actions will support the use 

of B. tetraphylla derived compounds as antimicrobial agents. 

 

 

 
Keywords: Combretaceae; Caatinga; antimicrobial; antivirulence 

 

 

 

1. Introduction 

Each year bacteria, fungi and viruses are responsible for attacking more than two million people 
causing a number of human illness conditions. A challenge for antimicrobial therapy is the phenomenon 

of microbial resistance to antibiotics, especially in developing countries where infectious diseases still 

represent one of major cause of human mortality [1]. According to ANVISA (2009), the genus Candida 

was the most found in hospital infections caused by yeasts [2]. C. albicans is an opportunistic fungal 

pathogen whose ability to become virulent depends on the host immunity. This yeast is considered one 

of the main causes of a large number of clinical manifestations that include: infections in wounds, 

pneumonia, endocarditis and septicemia [3]. Several studies have shown that nosocomial infections are a 

great public health problem worldwide with serious economic consequences, for example in the United 

States and the United Kingdom around 6.7 billion dollars and 1.06 billion pounds are spent, respectively. 

In Brazil a rate of 15.5% of hospital infections is found, and no clear data on the economic impact in the 

country is available. In this context the search for new antimicrobial agents is of utmost importance [4]. 
 

Buchenavia tetraphylla (Aubl.) R.A. Howard (Combretaceae: Combretoideae) is a species of 

neotropical plant, distributed from the Island of Cuba to the state of Rio de Janeiro. In Brazil, this plant  

is popularly known as "Tanimbuca" and is listed as etnomedicinal plant by traditional communities of 

northeastern Brazil [5]. Previous study has shown the antimicrobial activity of B. tetraphylla against 

bacteria and fungi. This study evaluated the antimicrobial, anti-biofilm and hyphae inhibition of a 

methanol extract obtained from B. 
 

tetraphylla (BTME) against recent clinical isolates of C. albicans [6]. 

 

 

 

2. Materials and methods 

 

 
2.1 Plant material: collection, identification and extraction 
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Samples of Buchenavia tetraphylla leaves were collected in November 2013 in Catimbau 
National Park (Pernambuco, Brazil), processed and identified using traditional taxonomic techniques. 

The voucher is deposited at the Herbarium IPA, the Agronomic Institute of Pernambuco. Leaves of B. 

tetraphylla were dried at room temperature and then milled using Macsalab 1000 (Model LAB 200). 

This material was stored in a closed container at dark until be used. The material obtained (25g) was 

mixed with hexane (100 mL) and subjected to constant stirring in shaker table rotating at 125 rpm for 72 

hours at 25 °C. Then the extract was filtered and the supernatant was rotary evaporated, the residue was 

mixed in 100 mL of each the following solvents in sequential order: chloroform, ethyl acetate and 

methanol. The residue of each solvent was dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) and stored (4 °C). 

 

 

 
2.2 Phytochemical analysis of B. tetraphylla methanolic extract (BTME) 

B. tetraphylla methanolic extract was subjected to analysis by thin layer chromatography 

(TLC) on silica gel plate (Merck) used mobile phases 551 and 532. For the disclosure of the 

chromatogram following reagents were used: ceric sulfate and chloride ferric. The compounds were 

identified by comparing their Rfs and the specific revelators for metabolites [7]. 

 
 

 
2.3 Determination of minimal inhibitory concentration (MIC) and minimum microbicide (MMC) 

MIC and MMC were determined by the microdilution method [8]. Serial dilutions of BTME 

were made in 96- well plates in Sabouraud broth and 10 µL (about 1.5 × 108 CFU / ml) of yeast 

suspension was added at each well. The samples were incubated for 24 h at 30 °C. Resazurin solution 

(0.01%) was used as an indicator for growth. Subsequently, the cultures were plated on Sabouraud agar 

and incubated for 24 h at 37 °C to determine the CMM. 

 

 
 

2.4 Biofilm formation 

The biofilm production was carried out using the method described by Shin et al [9] with 

modifications. Serial dilutions of BTME were in RPMI media and 100 µL of yeast suspension was 

added. The microplate was incubated at 37 °C. After 24h, the plates were washed twice with distilled 

water and optical density (OD) was measured on microtiter plate reader at 405 nm. To quantify biofilm 

production, the percent transmittance (% T) was calculated by subtracting the % T from the values of the 

negative control (no biofilm production) and interpreted according to the following Negative scale (% T 

<5), 1 + (5-20% T), 2+ (% T 20-35), 3+ (% T 35- 
 

50), 4+ (% T 50) [9]. 

 

 

 
2.5 Yeast-hyphal transition assay 

The hyphae inhibition assay was performed using the methodology of Yusuf. C. albicans strains were 
grown in RPMI and kept for 48h at 25 °C, to initiate the development of hyphae. To induce the 

formation of hyphae they were transferred to new media at 37 °C in RPMI pH 6.5. The desired BTME 

concentrations (MIC /2 and the MIC /4) were added to the media. Every half hour, the pH was adjusted 

to 6.5 and the cells were observed under the microscope, taking aliquots after every 30 minutes [10]. 

 

 

 

3. Results and discussion 

 

 
3.1 Phytochemical Analysis 

Phytochemicals results of BTME showed the presence of flavonoids and tannins. Previous 

research conducted by Oliveira et al. (2012), using a different extraction method, demonstrated the 

presence of flavonoids, terpenes, proanthocyanidins, leucoanthocianidin, triterpene, carbohydrate and 

tannin in the hydroalcoholic. Previous studies showed that the presence of these compounds in medicinal 

plants have antimicrobial activities [11, 12, 13]. 

 

 

 
3.2 Activity Anti-C. albicans of BTME 

BTME showed anti- C. albicans action against all strains tested with MIC values ranged from 

0.078125 mg/mL to 1.25 mg/mL; and CMM of 0.15625 mg/mL to 2.5 mg/mL. The MIC value for the 

standard strain UFPEDA1007 was 0.625 mg/mL and MMC 2.5 mg/mL. More than 80% of strains were 

sensitive to BTME at 0.625 mg/mL. A recent work showed a similar anti-C. albicans action of extracts 

and purified compounds of Buchenavia tomentosa [14]. 
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3.3 Activity anti-biofilm of BTME 

The first step in this assay was the selection of strains with the ability to form biofilm. From 

the 10 tested strains of C. albicans, seven species (F01, F03, F08, F11, F14, F23 and F27) showed high 

biofilm formation (4+), the standard strain (UFPEDA1007) showed low biofim production (1+) and 

isolates F02 and F22 do not produced biofilms. All strains able to produce high amounts of biofilm were 

exposed to subinhibitory concentrations (MIC/2 and MIC/4). BTME was able to inhibit the biofilm 

formation of 85.71% strains (6/7). All inhibited strains showed low biofilm formation (+1) when treated 

with BTME at MIC/2. On the other hand, when exposed to MIC/4, they were classified as +1 (25%; 

2/8), +2 (62.5%; 5/8). The biofilm formation of strain F08 was not affected by BTME (Table 1). Study 

conducted by Diniz et al. showed the presence of flavonoids and tannins in “jabuticabeira” leaf extract 

which has a significant anti-biofilm activity [15]. One of the main microbial virulence factors is the 

presence of biofilms making them up to 100 times more resistant to antimicrobial compared with free- 

living pathogen [16]. Thus, the development of new herbal drugs able to prevent the biofilm formation is 

extremely important [17]. 

 
 

Table 1 Anti-biofilm from the methanolic extract of Buchenavia tetraphylla. 

 
 

C 
. albicans 

Formati 
on biofilm IC/2 IC/4 

 4+   

01  + + 

 
02 

NEGAT 
IVE 

  

 4+   

03  + + 

 4+   

08  + + 

 4+   

11  + + 

 4+   

14  + + 

 
22 

NEGAT 
IVE 

  

 4+   

23  + + 

 4+   

27  + + 

Negative (%T < 5), 1+ (%T 5–20), 2+ (%T 20–35), 3+ (%T 35–50), 4+ (%T 50). 
 

3.4 Inhibition of Hyphal Development 

As in biofilm assay, the ability of each strain to form hyphae was first determined and only 
two of studied strains were found with this capacity (F08 and UFPEDA1007).  When treated  with 

BTME at MIC/2 for 2 hours an inhibition of 60% was observed. Hyphal development is one of the best 

known virulence factors used by C. albicans, being directly related with the transition of this yeast from 

a benign member of the mucosal microbiota to a danger pathogen, able to cause infections in susceptible 

individuals [17]. 

 

 

 

4. Conclusion 

This work showed that the methanol extract obtained from B. tetraphylla has a great anti-C. 

albicans action and it is able to inhibit the growth of clinical strains, including those with a high 

virulence potential. In addition, BTME showed anti-virulence capacity against the most of tested strains 

as it inhibits biofilm and hyphae formation at subinhibitory concentrations. Therefore, BTME is 

presented as a promising source of antifungal/antivirulence compounds for the treatment of candidiasis. 

 

 

 
Acknowledgments Authors acknowledge the financial support given by the support of Foundation for Science 

and Technology of the State of Pernambuco – FACEPE, Brazil. The authors are grateful to the laboratories of the 



44 
 

 

Departament of Biochemistry of the Federal University of Pernambuco - UFPE, Brazil. 

 

 

 

References 

[1] BRAZIL. World Health Organization. International Statistical Classification of Diseases and Related Health 

Problems, ICD, World Health Organization, 2008. 

[2] ANVISA, Indicators trace panorama of resistance in Brazil.  2009. 

[3] YANG, Y.L. 2003. Virulence factors of Candida species. Journal Microbiol. Immunol. Infect.36,  223–228. 

[4] CVE. Nosocomial infection indicators for long-term care facilities. São Paulo, 2011. 

[5] WEAVER, P. L. “Buchenavia tetraphylla (Vahl.) Eichler: Granadillo,” Tech. Rep. SO-ITF-SM43, Dep. Of 

Agriculture, Southern Forest Experiment Station, New Orleans, 1991. 

[6] OLIVEIRA, Y.L.C.; SILVA, L. C. N.; SILVA, A.G.; MACEDO, A. J.; ARAÚJO, J. M.; CORREIA, 

M. T. S.; SILVA,M. V. Antimicrobial Activity and Phytochemical Screening of Buchenavia 

tetraphylla (Aubl.) R. A. Howard (Combretaceae: Combretoideae. The Scientific World Journal. 

Volume 2012. 

 

[7] MATOS, F. J. A. Introduction to Experimental Phytochemistry . 3rd Ed . , UFC , Fortaleza, 2009 . 

[8] CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI) (2011). “Performance standards for 

antimicrobial susceptibility testing (21st edn) Wayne: M100-S21”, Clinical and Laboratory Standards 

Institute. 

[9] SHIN, J.H.; KEE, S.J.; SHIN, M.G. et al. Biofilm production by isolates of Candida species recovered from 

nonneutropenic patients: comparison of bloodstream isolates with isolates from other sources. J Clin 

Microbiol 2002; 40(4):1244–8. 

[10] YOUSUF, S., AHMAD, A., KHAN, A., MANZOOR, N., KHAN, L.A. 2011. Effect of garlic-derivedallyl 

sulphides on morphogenesis and hydrolytic enzyme secretion in Candida albicans. Med. Mycol. 49 (4), 444– 

448. 

[11] MANTHEY, J.A.; GUTHRIE, N.; GROHMANN, K. “Biological properties of citrus flavonoids pertaining 

to cancer and inflammation”. Current Medicinal Chemistry, vol. 8, n.2, 2001. 

[12] LIU, H.; MOU, Y.; ZHAO, J. et al. “flavonoids from Holostachys caspica and their antimicrobial and 

antioxidant activities. Molecules, v.15, n.11, 2010. 

[13] SUZGEC-SELCUKA, S.; BIRTEKS”OZB, A. S. Flavonoides of helichrysum chasmolycicum and its 

antioxidant ant antimicrobial activities. South African Journal of Botany, v. 77, 2011. 

[14] TEODORO, G. R., BRIGHENTI, F. L., DELBEM, A. C. B., DELBEM, Á. C. B., KHOURI, S., GONTIJO, 

A. V. L., KOGA-ITO, C. Y. (2015). Antifungal activity of extracts and isolated compounds from 

Buchenavia tomentosa on Candida albicans and non-albicans. Future microbiology, 10(6), 917-927. 

[15] DINIZ, D. N.; MACÊDO-COSTA, M. R.; PEREIRA, M. S. V. et al. Antifungal effect in vitro leaf extract 

and Myrciaria cauliflora berg stem on oral microorganisms. Rev Odontol UNESP, Araraquara. maio/jun., 

2010; 39(3): 151- 156. © 2010 - ISSN 1807-2577 

[16] YOUSEFBEYK, F.; GOHARI, A. R.; HASHEMIGHAHDERIJANI, Z. et al. Bioactive terpenoids and 

flavonoids from Daucus littoralis Smith subsp. Hyrcanicus rech.f, na endemic species of Iran. Journal of 

pharmaceutical sciences. 2014. 

[17] WILLIAMS, D.W.; KURIYAMA, T.; SILVA, S.; MALIC, S., LEWIS, M.A.O. Candida biofilms and oral 

candidosis: treatment and prevention. Periodontol 2000. 2011 Feb;55(1):250- 



45 
 

 

Manuscrito a ser submetido no periódico: Industrial crops and products 

 
3.3 ATIVIDADES ANTIMICROBIANA E POTENCIAL DE VIRULÊNCIA DE 
Buchenavia tetraphylla CONTRA Candida albicans 

 
 
 
 
 

José Robson Neves Cavalcanti Filho1, Tiago Fonseca Silva1, Clovis Macêdo Bezerra 

Filho1, Ana Paula Sant’anna da Silva1, Norma Buarque de Gusmão2, Márcia Vanusa da 

Silva1, Luís Cláudio Nascimento da Silva3, Maria Tereza dos Santos Correia1
 

 

 
1 Departamento de Bioquímica, Centro de Ciências Biológicas, Universidade Federal de 

Pernambuco, Av. Professor Moraes Rego, 1235, 50.670-901, Recife, PE, Brasil. 

2Departamento de Antibióticos, Centro de Ciências Biológicas, Universidade Federal de 

Pernambuco, Av. Professor Moraes Rego, 1235, 50.670-901, Recife, PE, Brasil. 

3Programa de Pós-graduação, Universidade CEUMA, São Luis, MA, Brasil. 

 

 

* Autor para correspondência. Tel.: * +558121268540; fax: +558121268576. 

Email: robsonncavalcanti@hotmail.com 

mailto:robsonncavalcanti@hotmail.com


46 
 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

 
As infecções relacionadas à assistência à saúde por Candida são causas de 

morbidez e mortalidade, com uma taxa entre 10 e 47% no Brasil e na América Latina. 

Nas ultimas décadas a resistência antifúngica aumentou e o número de medicamentos 

encontrados no mercado (MOTTA, F. A. et al.; 2017). O gênero Candida engloba 

micro-organismos presentes na microbiota normal do ser humano. Alguns fatores 

individuais contribuem para as infecções por essa levedura, que são: o rompimento das 

barreiras cutânea e mucosa, disfunção dos neutrófilos, defeito na imunidade mediada 

por células, desordem metabólica, exposição direta aos fungos, extremos de idade 

(recém-nascidos e idosos), desnutrição aguda, longo tratamento com antibióticos, 

quimioterapia, transplantes, resistência a antifúngicos (BARBEDO, L.S; SGARBI, 

D.B.G., 2010; HARTMANN, A. et al.; 2016). 

A patogenicidade desses micro-organismos é estabelecida pela sua capacidade 

de determinar doença, mediada por vários fatores, como: aderência, formação de 

biofilme, produção de exoenzimas (proteinase e fosfolipase), produção de tubo 

germinativo, variações genotípica e fenotípica (HARTMANN, A. et al.; 2016). 

Portanto, vem se buscando novas alternativas terapêuticas, como a descoberta dos 

compostos bioativos com potencial promissor (TEODORO, G. R. et al.; 2015; 

CAVALCANTI-FILHO et al., 2017). 

Algumas plantas da Caatinga (bioma exclusivo do Brasil) no  Nordeste 

brasileiro, são utilizadas pela população devido suas propriedades medicinais, que 

atuam no tratamento de doenças por fungos e bactérias (ARAÚJO et al., 2017). A 

Buchenavia tetraphylla (Aubl.) R. A. Howard (Combretaceae: Combretoideae), uma 

espécie neotropical que encontra-se na Caatinga e é popularmente conhecida como 

“tanimbuca”. Embora relativamente pouco estudada, esta espécie está relacionada como 

uma planta etnomedicinal utilizada por comunidades tradicionais na região do Nordeste 

brasileiro (AGRA et al. 2007a, 2008). AGRA et al.(2007) relatam que as plantas da 

família Combretaceae tem sido cada vez mais utilizadas em tratamentos medicinais que 

incluem anti-helmínticos, enterite aguda, colite, prisão de ventre, cárie dentária, 

diurético, inflamações em geral, malária, tuberculose e câncer, entre outros. 
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Cavalcanti Filho et al. (2017), analisaram em pesquisas o potencial citotóxico e 

antimicrobiano do extrato metanólico da B. tetraphylla, apresentando resultados anti-C. 

albicans, além de demonstrar efeitos aditivos e sinérgicos quando combinado com o 

fluconazol. Nas células tratadas com esse extrato foram observadas modificações 

estruturais externas, com rachaduras e encolhimento celular que pode ser atribuído a 

perda do volume citosólico. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi determinar o 

efeito de uma fração obtida do extrato B. tetraphylla sobre o crescimento e fatores de 

virulência de isolados clínicos de C. albicans. A caracterização química da fração 

também foi realizada e em modelos in vivo de T. molitor. 
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2. MATERIAS E MÉTODOS 

 

 

 
2.1 MATERIAIS da planta: coleta, identificação e EXTRAÇÃO. 

 

 

 
As folhas de B. tetraphylla foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau 

(PARNA do Catimbau, Pernambuco, Brasil) em novembro de 2013. A identificação foi 

realizada pelo Dr. Alexandre Gomes da Silva e depositada no herbário IPA (Instituto 

Agronômico de Pernambuco), com voucher de número 84.104. As folhas foram secas 

utilizando uma incubadora a 45ºC por 2 a 3 dias. O material foi moído em forma de pó 

usando um moedor seguindo de um liquidificador waring. 

O material obtido (25 g) foi misturado com hexano (100 mL) e submetido à 

agitação constante em mesa agitadora com rotação de 125 rpm, durante 72 horas em 

temperatura de 25º C. Em seguida, o extrato foi filtrado e o sobrenadante foi submetida 

à evaporação rotativa, o resíduo foi misturado em 100 mL de cada um dos solventes em 

ordem sequencial: clorofórmio, acetato de etila e metanol. O extrato de cada solvente 

foi dissolvido em Dimetilsulfóxido (DMSO) e armazenado (4 ºC). 

2.2 SEMI-PURIFICAÇÃO DO EXTRATO METANÓLICO DE b. 

TETRAPHYLLA 

 
 

O extrato metanólico foi de escolha pra realização da comatografia, porque 

apresentou o melhor resultado anti-Candida. Foram utilizados 2 g desse extrato em 

cromatografia de coluna aberta Sephadex LH-20 com fase estacionária, utilizando-se 

MeOH e MeOH: CHCl3 (1:1) como eluentes. 

 
 

2.3 ANÁLISES DE CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD) 

 

 
 

As frações obtidas da coluna cromatografica foram submetidas a análises por 

cromatografia em camada delgada (CCD) em placas de sílica gel Merck F. Para a 

revelação do cromotograma foram utlizados os seguintes reagentes: sulfato cérico e 
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cloreto férrico. As frações foram identificados com mesmos perfis Rfs e visualização 

em luz ultravioleta sendo reunidas as semelhantes. 

 

 
2.4 ANÁLISES lc-ms/Q-TOF 

 

 
 

A fração I do extrato metanólico foi submetida a uma análise não segmentada 

por LC-MS / Q-TOF. A cromatografia foi realizada em um sistema Dionex UltiMate® 

3000 Quaternary Rapid Separation UHPLC + (Thermo Fisher Scientific, Germering, 

Alemanha). A separação foi alcançada em uma coluna Kinetex 1.7u XB-C18 (100 x 2.1 

mm, 1.7 μm, 100 Å, Phenomenex, Torrance, CA, EUA). Foi utilizado ácido fórmico 

(0,05%) em água e acetonitrilo (fornecido com ácido fórmico a 0,05%) como fases 

móveis A e B, respectivamente. Condições de gradiente: 0.0-1.0 min, 5% B; 1,0.-12,0 

min, 5-40% B; 12,0-20,0 min 40-100% B, 20,0-22,0 min 100% B, 22,0-22,5 min 100- 

5% B e 22,5-25,0 5% B. A taxa de fluxo da fase móvel foi de 300 μL min-1. A 

temperatura da coluna foi mantida a 30 ° C. Quatro comprimentos de onda (205 nm, 

220 nm, 250 nm e 390 nm) foram monitorados por um detector UV-VIS. 

A cromatografia líquida foi acoplada a um espectrômetro de massa micrOTOF- 

Q (Bruker, Bremen, Alemanha) equipado com uma fonte de íons eletrospray (ESI) 

operada em modo de ionização positiva ou negativa. A tensão de pulverização iónica foi 

mantida a +4500 V ou -3900 V, respectivamente. A temperatura seca foi ajustada para 

200 °C e o fluxo de gás seco foi ajustado para 8 L min/1. O gás de nebulização foi 

ajustado para 2,5 bar e energia de colisão para 15 eV. O nitrogênio foi usado como gás 

seco, gás nebulizador e gás de colisão. O intervalo m/z foi ajustado para 50-1400. O 

modo AutoMSMS foi utilizado para obter os espectros MS e MS/MS dos três íons mais 

abundantes presentes em cada ponto do tempo com exclusão inteligente para incluir 

também íons menos abundantes. Todos os arquivos foram calibrados com base em 

espectros compostos coletados de clusters formados em Na+ no início de cada corrida. 

 

 
2.5 OBTENÇÃO DOS MICRO-ORGANISMOS 
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Nesse estudo foram utilizados no total 10 linhagens de C. albicans, apresentando 

um linhagem padrão (UFPEDA1007) pertencentes à coleção de Culturas do 

Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA) e 9 

espécies clínicas isoladas de secreção vaginal obtidas através de solicitações a diversos 

Laboratórios de Análises Clínicas de Recife (Pernambuco, Brasil). 

 

 

2.6 TESE DE DIFUSÃO EM MEIO SÓLIDO 

 

 

 
Após a cromatografia de coluna aberta Sephadex LH-20 apresentou 10 frações, 

onde foram utilizadas estas frações para realização do teste em disco seguindo a 

recomendação da CLSI (CLSI, 2011). As linhagens foram cultivadas em meio 

sabouraud dextrose ágar a 30 °C por 18 horas. Em seguida, as leveduras foram 

inoculadas em placas de Petri com Sabouraud dextrose Agar e colocadas em contato 

com discos contendo frações do extrato metanólico de B. tetraphylla (A a J). As placas 

foram incubadas a 30 °C por 24 horas, após a incubação, os halos de inibição foram 

analisados para a escolha da melhor fração. 

 

 

2.7 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA 

(CMI)E CONCETRAÇÃO MÍNIMA FUNGICIDA (CMF) 

 

 

A CMI e CMF foram realizados através da metodologia descrita por Cavalcanti 

Filho et al. (2017). A CIM foi determinada pelo método de microdiluição (CLSI, 2011). 

A diluição em série da fração I foi preparado em caldo Sabouraud, 10 µL (cerca de 1,5 

× 108 CFU/mL) de suspensão de leveduras foi adicionado. As amostras foram  

incubadas durante 24 h a 30°C. Solução Resazurina (0,01%) foi utilizada como um 

indicador no crescimento. Foram utilizados controles positivos para o DMSO e para o 

micro-organismo, e controle negativo. A CIM foi determinado na menor concentração 

que não houve crescimento da levedura e não ocorreu mudança na coloração. 

Posteriormente, as culturas foram semeadas em meio de Sabouraud Agar, e incubadas 
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durante 24 h a 37°C para determinar o CMF que corresponde à concentração mínima da 

fração I que eliminaram as Leveduras. 

 
2.8 ENSAIO DE INIBIÇÃO DE HIFAS 

 
 

No ensaio de inibição de hifas foi utilizada a metodologia de Yusuf et al. (2011). 

C. albicans foram cultivadas em meio RPMI e mantidas durante 48 h a 25ºC, para 

iniciar o desenvolvimento de hifas. Para induzir a formação de hifas, foram transferidas 

para novos meios de RPMI a 37ºC no pH 6,5. As concentrações desejadas da fração I  

do extrato metanólico da B. tetraphylla (MIC/2 e MIC/4) foram adicionados ao meio. A 

cada meia hora, o pH do meio foi ajustado para 6,5 e as células foram observadas ao 

microscópio, tomando alíquotas após cada 30 minutos (Yusuf et al.,2011). 

 
2.9 FORMAÇÃO DE BIOFILME 

 
 

A produção de biofilme foi avaliada usando o método descrito por Shin et al. 

(2002) com modificações. Foram utilizadas microplacas de poliestireno com 96 poços, 

preparadas com inoculo (100 mL; 0,5% escala de McFaland) em 100 mL de meio 

RPMI. A microplaca foi incubada durante 24h a 37ºC, sob agitação contínua a 50 rpm, 

lavadas duas vezes com água destilada e densidade óptica foi medida no leitor de 

microplacas a 405 nm. Para quantificar a produção de biofilme, a percentagem de 

transmitância (%T) foi calculado subtraindo a% de T a partir dos valores do controle 

negativo (sem produção de biofilme). 

 
2.10 AVALIAÇÃO DA HIDROFOBICIDADE DA SUPERFÍCIE CELULAR (HSC) 

 
 

A hidrofobicidade dos isolados de C. albicans foi avaliada pelo Ensaio de 

Adesão Microbiana a Solvente proposto por Bellon-Fontaine e Rault, que consiste na 

afinidade fúngica a um solvente apolar (hexano). Em seguida, as células fúngicas foram 

suspendidas em tampão fosfato de potássio (0,01 M; pH 6,5) e foi realizada uma leitura 

a absorbância a 600 nm (Abs1) de 0,4 (~ 108 UFC mL−1). Esta suspensão foi misturada 

ao solvente (1:6 v/v) por agitação durante 90 segundos até formar uma emulsão. Após 

repouso em temperatura ambiente por 20 minutos (com separação de duas fases) a 
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absorbância da fase aquosa foi mensurada (Abs2). A porcentagem de adesão microbiana 

ao solvente hidrofóbico (HSC) foi expressa seguindo a fórmula: 

HSC (%)= (1− Abs2/Abs1) × 100. 

 
 

A classificação para cada linhagem foi realizada segundo os critérios de Ishida K 

et al. (2013), em HSC baixa para valores <30% e valores considerados altos para HSC 

>70%. 

 
 

2.11 ENSAIO DE PROTEINASE 

 
 

O ensaio de proteinase foi realizado como descrito por Yousuf et al. (2011). As 

espécies foram expostas a diferentes concentrações da fração I por 5 minutos e foram 

colocadas em placa de Petri contendo meio Agar proteinase, incubar a 37º C por 4 dias. 

As placas foram analisadas medindo o halo de produção de secreção de proteinase ao 

redor das colônias. 

 
2.12 ENSAIOS ANTIMICROBIANO COM TENEBRIO MOLITOR 

(TENEBRIONIDAE) 

 

2.12.1 Seleção de composto anti-infectivos 

 

 
Larvas de T. molitor com aproximadamente 100 mg foram randomizadas em 

grupos de no mínimo 15 indivíduos. O T. molitor antes da inoculação, os corpos foram 

limpas com álcool 70% e injetados com uma Seringa de Hamilton 10 µL da suspensão 

microbiana (1,0 x 105 UFC/mL) na última pata falsa das larvas (do inglês proleg). As 

larvas foram incubadas a 37ºC. Após 2 horas, grupos de larvas receberam 10 µL da 

fração em diferentes concentrações (125 µg/mL, 250 µg/mL ou 500 µg/mL). A 

viabilidade foi avaliada diariamente pela ausência de movimento. Larvas inoculadas 

com o micro-organismo e tratadas com PBS serão utilizadas com controle positivo, 

enquanto larvas não infectadas o controle negativo. A morte de todas as larvas do grupo 

experimental ou a transição para forma de pupa determinou o término do experimento. 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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3.1 Detecção de buchenavianina e seus derivados na fração I do extrato metanólico de 

B. tetraphylla 

 
 

A caracterização química do extrato metanólico das folhas de B. tetraphylla 

revelou a presença de buchenavianina e seus análogos (Figura 1). A buchenavianina e 

derivados [O-desmetilbuchenavianina, N-O-desmetilbuchenavianina] são classificados 

como flavoalcalóides com uma porção de piperidina no carbono 8. 

 

 

 

 
Figura   -   1 Estruturas    de   buchenavianina   e seus derivados.   (A)   Buchenavianina; (B)N- 

desmetilbuchenavianina (C) O-desmetilbuchenavianina (D) N-O-desmetilbuchenavianina 

 

 

 

 
Fonte: O Autor . 

 

Além da presença desses compostos, a fração analisada apresentou outros 6 

compostos, que são: Kaempferol, epicatequina, quercetina, kaempferol-3-O-glucoside, 

quercetina-3-O-hexosídeo e procianidina B2. 

Em estudo realizado por Teodoro et al. (2011), foi encontrado o composto 

buchenavianina e derivados no extrato aquoso da Buchenavia tomentosa. Ferreira 

(2016), identificou em folhas e frutos de Buchenavia macrophylla Eichler os 

flavonóides alcalóides Buchenavianina e N-Dimetilbuchenavianina. Além disso, 

mostrou que os extratos aquosos testados apresentaram um melhor poder antifúngico, o 
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que corrobora com o presente estudo, onde o fracionamento do extrato metanólico de B. 

tetraphylla evidenciou a presença do mesmo composto buchenavianina encontrado 

nesta pesquisa. 

3.2 Ação anti-Candida das frações do extrato metanólico B. tetraphylla 

 

 

 
Após o fracionamento do extrato metanólico de B. tetraphylla, foram obtidas 

10 frações (A a J). Foram realizados atividade antimicrobiana pelo ensaio de teste em 

disco para fazer um screening da melhor fração para realização de testes posteriores. Os 

resultados obtidos estão apresentados na tabela 2. A fração I apresentou o melhor 

resultado quando testado contra a linhagem padrão UFPEDA1007 e o isolado clínico 

F01 de C. albicans, obtendo halos com os respectivos valores a seguir 9.07 mm e 12.31 

mm. Outras frações apresentaram resultados positivos como a fração B e D, assim 

sendo testadas contra outras linhagens de C. albicans, como podem ser visto na tabela 3. 

 

 

Tabela 1: Analise anti-Candida das frações pelo ensaio de teste de difusão em meio solido 
 

Frações UFPEDA1007 F01 

A N/A N/A 

B 8.13 mm 10.73 mm 

C N/A 8.72 mm 

D 9.21 mm 7.82 mm 

E N/A N/A 

F N/A N/A 

G N/A N/A 

H N/A N/A 

I 9.07 mm 12.31 mm 

J N/A N/A 
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N/A- Não apresentou atividade/resultados dos halos estão apresentados em 

mm. 
 

 

 
Tabela 2: Analise anti-Candida das frações B, D, I, pelo ensaio de teste em disco contra 

espécies clínicas isoladas de secreção vaginal. 

 

F 

ração 

 
01 

 
02 

 
03 

 
08 

 
11 

 
14 

 
22 

 
23 

 
27 

B  
.19 

 
.77 

 
6.05 

 
.61 

 
2.79 

 
.16 

 
0.19 

 
1.38 

 
.79 

D 
 
 

.69 

 
 

.28 

 
 

2.36 

 
 

0.37 

 
 

.27 

 
 

.67 

 
 

.07 

 
 

2.33 

 
 

/A 

I 
 
 

.11 

 
 

.27 

 
 

5.38 

 
 

0.87 

 
 

2.72 

 
 

0.82 

 
 

.99 

 
 

1.60 

 
 

2.34 

N/A- Não teve atividade /resultados dos halos estão apresentados em mm. 

 

 

 
3.3 Atividade anti-C.albicans da fração I de B. tetraphylla 

 

 
A ação inibitória da fração I do extrato metanólico de B. tetraphylla foi 

analisada contra 10 linhagens de C. albicans (tabela 4). A fração I apresentou ação anti- 

C. albicans para todas as linhagens, apresentando o valor de CMI para a linhagem 

UFPEDA1007 de 7,8125 µg/mL e para as linhagens de isolados clínicos (F01, F02, 

F03, F08, F11, F14, F22, F23 e F27) valores entre 3,90625 e 31,25 µg /mL. Para o CMF 

da linhagem padrão e isolados clínicos foram obtidos os valores entre 15,625 e 250 µg 

/mL. Em trabalho realizado por Teodoro et al. (2015), demonstrou que as CMIs 

encontradas variaram entre 200 e 25000 µg /mL para todas as espécies de Candida. A 

eficiência antifúngica da fração I (buchenavianina e seus derivados) encontrada neste 

trabalho aumentam sua relevância. 

Batista et al. (2010), comprovaram ação antifúngica contra as leveduras de 

espécies de Candida, a partir de extrato do fruto contendo o composto buchenavianina 

de B. tomentosa. Os extratos de Buchenavia tomentosa estudados no screening 
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apresentaram atividade antifúngica para todas as cepas padrão de Candida spp. 

(TEODORO et al., 2015). 

Estudos realizado por Cavalcanti Filho et al. (2017), relataram ação anti- C. 

albicans nos extratos metanolico, clorofórmico, hexânico e acetato de etila. Mostrando 

que os resultados obtidos corroboram com presente estudo. Pesquisa realizadas por 

Oliveira et al. (2012), com o extrato hidroalcóolico/frações de B. tetraphylla contra a C. 

albicans (UFPEDA1007), foram constatados a CMI de 12,5 mg/mL e uma CMM >25 

mg/mL para o extrato bruto; e a CMI de 12,5 mg/mL e uma CMM 25 mg/mL para as 

frações. Mostrando que os resultados obtidos por Oliveira e colaboradores diferem do 

presente estudo, devido a solventes utilizados na extração. 

 
 

Tabela 3: Atividade anti-C. albicans da fração I do extrato metanólico da B. tetraphylla 

 

Leveduras CMI CMF 

UFPEDA1007 7,8125 15,625 

F01 15,625 250 

F02 31,25 250 

F03 31,25 62,5 

F08 15,625 31,25 

F11 15,625 125 

F14 15,625 62,5 

F22 3,90625 62,5 

F23 7,8125 15,625 

F27 31,25 62,5 

Resultados apresentados em µg/ml 

 

Do mesmo modo, Katerere et al. (2012) analisaram plantas da família 

Combretaceae, que possuíam flavonoides e todas apresentaram atividade antifúngicas. 

Flavonóides, taninos e outros metabólitos secundários têm recebido atenção nos últimos 

anos devido às suas propriedades farmacológicas diversa, incluindo efeitos citotóxicos, 
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antioxidantes, quimioprofiláticos, suas atividades antifúngicas, antioxidantes, anti- 

inflamatórias (MOHAMMAD, F.; 2016; AIRES, 2017). 

 

 
3.4 Inibição do desenvolvimento de hifas 

 

 
O teste de inibição de hifas foi realizado com duas linhagens de C. 

albicans (UFPEDA1007 e F27), as duas espécies apresentaram capacidade de produzir 

pseudo-hifas, sabemos que esta produção se dá pela capacidade de patogenicidade desse 

micro-organismo. Nesta pesquisa podemos apresentar uma possível inibição de hifas, 

onde mostra que em concentrações sub-inibitorias pode haver a diminuição da formação 

de hifas. Morais – Braga et al. (2017), observaram que houve redução de hifas e 

pseudo-hifas da Candida spp quando tratado com extratos ricos em taninos e 

flavonoides. 

 
Figura 2: Inibição de hifas da linhagem de Candida albicans (F27) tratada com fração I do 

extrato metanólico da B. tetraphylla. 

 

 

 

 

Controle (A); CMI/2 (B); CMI/4 (C). 

 

 

 
Estudo realizado por Cavalcanti Filho (2014), mostraram uma possível inibição 

de pseudo-hifas da Candida albicans quando tratada com o extrato metanólico da B. 

tetraphylla rico em taninos e flavonoides. Estes estudo mostraram que possivelmente 

este micro-organismo perdeu sua patogenicidade. Yamaguchi et al. (2011), observaram 

que células tratadas com compostos ricos em taninos apresentavam inibição de hifas na 

levedura. Estes resultados apresentam simetria com os observados nesta pesquisa, 
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obtendo modificações estruturais na morfologia celular. Flavonoides e taninos presentes 

em extratos de Própolis apresentaram resultados significativos para a inibição dos 

fatores de virulências, tais como, formação de pseudo-hifas, fosfolipase celular e tubo 

germinativo no tratamento de Candida albicans (D’AURIA et al., 2007). Assim, 

pesquisas com compostos bioativos têm alcançado resultados promissores em  

atividades terapêuticas como, por exemplo, antifúngica e bactericida; antioxidantes e 

protetora dos raios ultravioleta (VIOLANTE et al., 2009). 

 

 

 
3.5 Atividade anti-biofilme da fração I 

 

 
Neste ensaio, foram testadas 10 linhagens de C. albicans e 7 espécies delas (F01, 

F03, F08, F11, F14, F23 e F27) apresentaram formação de biofilmes com absorbância 

de maior que 50%. A linhagem padrão (UFPEDA1007) apresentou 14, 02%; e F02 e 

F22 não produziram biofilmes. Os micro-organismos que apresentaram resultados 

positivos foram expostos a fração I nas concentrações de MIC/2 e MIC/4. Na 

concentração do CIM/2, as linhagens que apresentaram formação de biofilme maior ou 

igual a 50%, quando tratadas com CIM/2 houve uma redução de aproximadamente 25% 

(figura 4). As linhagens que tiveram resultados entre 5 a 20% na formação de biofilme, 

foram mantidas quando submetidas ao tratamento nas duas concentrações. 

 
Figura 3: Atividade anti-biofilme da fração I de C. albicans 
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Santana (2012), em experimentos realizados com C. albicans, todas as espécies 

testadas foram capazes de formar biofilmes. Sendo esse ensaio um dos mais importantes 

fatores de virulência. Extratos ricos em flavonoides e taninos encontrados de folha de B. 

tetraphylla, apresentaram resultados satisfatório na atividade anti-biofilmes quando 

tratados com esse extrato (CAVALCANTI –FILHO et al., 2016). A fração I foi capaz 

de inibir a formação de biofilme de C. albicans em concentrações de MI/2 e MIC/4. 

Resultados similares foram observados por Capoci et al. (2015) e Teodoro et al. (2016) 

que realizaram estudos com plantas da mesma família. 

Peralta et al. (2015), em ensaio anti-biofilme realizado com flavonoides 8PP contra 

C. albicans, observaram que quando as células foram tratadas com este composto 

apresentaram resultados positivos, corroborando com este trabalho. Os metabolitos 

secundários presentes em plantas influenciam atividades antifúngicas, além de 

apresentar resultados significativos na inibição dos fatores de virulência, tais como a 

inibição de biofilmes (BONVEHI et al., 2012; ALMEIDA et al., 2012). 

 

 

 
3.6 Hidrofobicidade de superfície celular 

 

 
Das 10 linhagens de C. albicans estudadas, 8 apresentaram no controle 

hidrofobicidade de superfície celular com valores médio e duas apresentaram com HSC 

baixo. Quando submetidos ao tratamento com a fração I, 9 linhagens obtiveram redução 

do resultados e apenas uma (F27) mostrou um aumento, como mostra na figura 5. 

Rodrigues et al. (2009), obseram que após a incubação a 36º C de 16 amostras 

apresentaram resultados altamente hidrofóbica. Componentes da superfície celular 

promovem (hidrofobinas) ou reduzem (hidrofilinas) as propriedades que podem 

coexistir na superfície micro-organimos, podendo ocorrer alterações na estrutura da 

matriz de exopolissacarídeos durante a curva de crescimento (CHIA, T. W. et al., 2008; 

ROSENBERG, M. & KJELLEBERG, S.; 1986). 

A presença de amostras com alta e de média hidrofóbicas apresentaram a 

capacidade de formação de biofilme, nos fazem supor que, quanto maior o tempo de 

contato com a superfície, maior a chance de aderência destes micro-organismos 

(RODRIGUES et al., 2009). 
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Figura 4: Hidrofobicidade de Superfície Celular de células tratadas com a fração I do extrato 

metanólico de B. tetraphylla. 

 

 

HSC baixa para valores <30% e valores considerados altos para HSC >70%. 

 

 

3.7 Proteinase 

 

 

No teste de produção de proteinase, foram submetidos 5 espécies ao tratamento 

com a fração I na concentração subinibitoria (MIC/2), onde os resultados foram 

satisfatórios (Figura 6). Mostrando que o tratamento com essa fração conseguiu 

diminuir a produção de proteinase que é um grande fator da virulência desse micro- 

organismo. Todas as espécies de C. albicans testadas tiveram um resultado na redução 

do halo entre 2 a 10 mm (Figura 7). 

Fosfolipases são enzimas consideradas importantes fatores de virulência 

de C. albicans, sua diminuição e ausência desta enzima pode mostrar redução da 

patogenicidade para algumas espécies de Candida spp. (MOHAN, V. & BALLAL, M., 

2008). 
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Figura 5: Produção e Inibição da Proteinase 

 

 
Em estudo realizado por Mattei et al. (2013). 78 e 97% dos isolados 

apresentaram atividades de fosfolipase e proteinase, respectivamente. Estes resultados 

estão de acordo com o apresentado nesta pesquisa. As proteinases secretadas pelas 

espécies de C. albicans são capazes de degradas matriz extracelular e os componentes 

basais da membrana, podendo causar a destruição de células hospedeiras 

(JARVENSIVU et al., 2004; ANIBAL, 2007). 

Teodoro et al. (2016), avaliou a produção dessa exoenzima, todas tiveram 

produção positiva para fosfolipase. Quando submetida ao tratamento com extrato de B. 

tementosa, não obteve redução. Mostrando que esses compostos utilizados diferem dos 

resultados encontrados nesta pesquisa. 

Figura 6: halo produção de proteinase 
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A- Controle/B-tratada com a fração I 

3.8 Ensaios antimicrobiano com Tenebrio molitor (Tenebrionidae) 

 

 

 
Das 10 linhagens de C. albicans estudadas, foi utilizada uma para realização do 

ensaio antimicrobiano in vivo e estes insetos foram avaliados durante 264 horas (11 

dias). Os insetos infectados pela linhagem UFPEDA1007, quando tratados com a o MIC 

e MIC/2 tiveram sobrevida de 24 e 48 horas, respectivamente, quando comparado com 

o grupo controle positivo. As larvas de Tenebrio molitor quando contaminadas e 

tratadas com compostos isolados da Piper spp. promoveram mortalidade acima de 80% 

(FAZOLIN et al; 2007), quando comparado com os insetos contaminados por C. 

albicans e tratados com a fração I de B. tetraphylla teve a sobrevida de 48 horas. 

Estudos realizados por Osimani et al. (2017), inocularam no Tenebrio molitor cepas 

resistentes a antibióticos, quando tratado pelo mix de antibióticos, como: tetraciclinas, 

macrolídeos-licosamida-estreptogramina, vancomicina, beta-lactâmicos e 

aminoglicoisídeos. Estes insetos responderam ao ensaio, diminuindo a mortalidade, 

quando comparado com o controle infectado a micro-organismos resistentes a 

antibióticos. Assim, estes resultados corroboram com os obtidos nesta pesquisa. 

 

 

 
Figura 7: Ensaio antimicrobiano in vivo com Tenebrio molitor 
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4. CONCLUSÃO 

 

 

 
Neste trabalho foi identificada a fração I, que demonstrou a presença de 

buchenavianina e seus derivados, induziu as mudanças morfológicas, reduzindo a 

produção e expressão de fatores virulência no tratamento das espécies de C. albicans. 

Além, de demonstrar que a B. tetraphylla é uma ótima fonte de compostos contra 

atividade anti-Candida. Assim, o uso de B. tetraphylla e seus compostos isolados 

apresentam novas alternativas e estratégias para o controle de IRAS com a utilização de 

produtos naturais extraídos da caatinga. 
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4 CONCLUSÃO 

 

 

 

 

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que, os extratos da B. 

tetraphylla na triagem fitoquímica, mostrou a presença de hidrocarbonetos, açúcares, 

glicosídeos, terpenos, taninos e flavonóides. Os extratos e frações testados da B. 

tetraphylla, apresentaram atividade antifúngico, sendo o extrato metanólico e a fração I 

que obteveram maior atividade frante ao micro-organismo C. albicans. O extrato 

metanólico da B. tetraphylla não apresentou efeito citotóxico em eritrócitos humanos 

nas concentrações testadas. Além de induzir importantes alterações morfológicas nas 

células tratadas. A fração I apresentou um grande potencial na inibição dos fatores de 

virulências testados neste trabalho. Podendo apresentar promissores antifúngicos no 

tratamento contra C. albicans. 
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