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RESUMO

A frequéncia de infecgBes flngicas invasivas devido a fungos patdgenos oportunistas
aumentou claramente nos Gltimos anos, sendo Candida albicans responsavel por grande parte
dos casos. Assim, é importante a busca de novas fontes de moléculas bioativas anti-C.
albicans. Buchenavia tetraphylla (Combretaceae) € uma espécie neotropical, distribuida desde
Cuba ao Rio de Janeiro, sendo uma planta etnomedicinal utilizada por comunidades
tradicionais da regido Nordeste do Brasil. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
identificar e caracterizar os metabolitos secundarios de B. tetraphylla ativos contra isolados
clinicos de C. albicans, avaliando os potenciais de anti-viruléncia. Folhas de B. tetraphylla
coletadas em Buique-PE, foram secas e moidas. O fracionamento do extrato metandlico foi
realizado por cromatografia em coluna aberta Sephadex LH-20, apresentou 11 fracGes. A
atividade antimicrobiana foi determinada com uso da fragcdo | pela determinacdo das
Concentragcdes Minima Inibitéria (CMI) e Minima Fungicida (CMF) contra a linhagem
padrdo de C. albicans (UFPEDA1007), e cepas clinicas recentes. Resazurina (0,01%) foi
utilizada como indicador do crescimento microbiano. Os valores do CMI e CMF foram
satisfatdrio para todas as linhagens testadas, mesmo tratada com extrato metandlico e com a
fracdo | desse mesmo extrato. As analises de microscopia eletronica de varredura revelaram,
como esperado, que as leveduras sem tratamento apresentaram formas ovais normais com
superficies lisas e possuiam pseudo-hifas, que estdo presente caracteristicamente em células
patogénicas. Nas células tratadas com o valor do CMI do extrato metandlico foi observado
modificacBes externas das células, apresentando maiores rachaduras e encolhimento da parede
celular, certamente devido a perda de volume citosolico, além da inibicdo da formacédo de
pseudo-hifas. Os micro-organismos testados apresentaram grande potencial de viruléncia e
quando tratados com a fracdo | apresentou reducdo nesse potencial. A fracdo | foi identificada
e demonstrou a presenca de buchenavianina e seus analogos. Assim, estes resultados
estimulam novas pesquisas sobre aspectos farmacoldgicos e citotdoxicos dos extratos e suas

fracdes de B. tetraphylla a fim de apoiar a sua aplicacdo 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 (Buique, 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 | 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 | 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 | presented a reduction in this potential. Fraction | 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 INTRODUCAO

A cada ano bactérias, fungos e virus sdo responsaveis por acometer mais de dois
milhdes de pessoas, causando, muitas vezes, Obitos por serem resistentes a diversas
drogas que se tornaram ineficazes para o tratamento das infeccdes causadas por esses
agentes. Segundo a ANVISA (2014), os géneros Staphylococcus e Candida foram o0s
mais encontrados em infec¢bes hospitalares causadas por bactérias e leveduras,
respectivamente. Estudos realizados pelo Centro de Vigilancia Epidemiologica “Prof.
Alexandre Vranjac” (2011), localizado em Sao Paulo - SP, mostraram que as infec¢coes
hospitalares constituem um sério problema de salde publica em todo o mundo,
representando gastos nos EUA e Reino Unidos em torno de 6,7 bilhdes de dolares e
1,06 bilhdes de libras respectivamente. No Brasil, observa-se uma taxa de 15,5% de
infeccbes hospitalares, com gasto de aproximadamente 5,5 bilhGes de reais por ano
causando um impacto econdmico no pais (SILVA et al., 2017). Neste contexto a busca

de novos agentes antimicrobianos é de extrema importancia.

Micro-organismos do género Candida estdo dentre o0s mais comumente
encontrados no homem, no entanto, a espécie C. albicans é a mais patogénica e de
grande importancia clinica. Esta levedura comensal pode ser encontrada nas mucosas
bucal e vaginal, tendo alta capacidade de ades&o nos tecidos. Por ser oportunista, alguns
fatores relacionados ao hospedeiro (mudanga de pH vaginal, imunidade baixa, uso de
antibidticos, anticoncepcionais, estresse, entre outros) favorece o seu crescimento e

adesdo, com consequente invasdo dos tecidos e infeccao.

Devido a resisténcia de C. albicans a drogas ja conhecidas, faz-se necessaria a
busca de novos compostos eficazes para 0 combate a essas leveduras. Os produtos de
origem natural vém sendo testados contra micro-organismos e ja é comprovada sua
eficacia na inibicdo desses patdgenos. As plantas tém se tornado fontes potenciais de
moléculas com propriedades medicinais, pois sdo fontes de metabdlicos secundarios

com diversidade molecular muito superior aquelas derivadas de produtos sintéticos.

A Caatinga, dominio fitogeografico exclusivo brasileiro, localizado
majoritariamente na regido do semiarido nordestino, ocupa uma area de mais de 900 mil
km2 com variada constituicdo de fauna e flora. As mdltiplas variaveis geoclimaticas,

aliadas ao contexto socioeconémico, aumentam o interesse para exploragcdo mais
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profunda do potencial biotecnoldgico da Caatinga. Diversas plantas desse bioma sao
classificadas como medicinais por possuirem substancias com acdo farmacolégica. Os
compostos organicos naturais de origem vegetal, tais como os flavonoides, terpenos,
taninos entre outros, tém apresentado acdo tranquilizante, analgésica, antiinflamatdria,

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

Buchenavia tetraphylla (Aubl.) R.A. Howard (Combretaceae: Combretoideae) é
uma especie neotropical, distribuida 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 ¢ relacionada como uma planta
etnomedicinal por comunidades tradicionais na regido Nordeste do Brasil. Em recentes
estudos do nosso grupo, um elevado potencial anti-S. aureus e anti-C.albicans foi
observado para extratos/fracbes de folhas de B. tetraphylla. A investigacédo da agéo
antimicrobiana dos extratos e a identificacdo dos mecanismos de acdo relacionados
representam um passo fundamental para o uso destes compostos isolados do
fracionamento do extrato metandlico de B. tetrachylla como produtos para as industrias
farmacéuticas, pois sdo de baixo custo e com eficécia j& descrita na literatura. Além
disso, o Brasil é o pais com maior reserva florestal diversificada do planeta, porém,
mesmo havendo um crescimento do conhecimento cientifico sobre a avaliacdo do
potencial terapéutico das plantas, ainda ha escassez de estudos sobre da grande maioria
das espécies. Muitas das publicagdes se referem a ensaios empiricos com base no dito
popular e apenas 1% das espécies vegetais foi validada por estudos cientificos
(FRANCISCO, 2010).

Nesse trabalho foi avaliada, a atividade anti-Candida e as alteracdes
ultraestruturais induzidas em isolados clinicos de C. albicans, de extratos e uma de suas
fracbes obtidos de folhas de B. tetraphylla além da andlise dos seus potenciais

citotoxicos contra eritrécitos humanos.
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1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Identificar e caracterizar metabdlitos secundarios de B. Tetraphylla ativos contra

isolados clinicos de C. albicans, avaliando os potenciais de anti-viruléncia.

1.1.2 Objetivo Especifico

« Extrair, caracterizar e identificar os extratos orgéncios de B. Tetraphylla;
» Mensurar a suscetibilidade das linhagens de C. albicans a drogas comerciais;

* Determinar a Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e Concentra¢do Minima

Microbicida (CMM) do extratofracdo de B. tetraphylla contra C. albicans;

* Verificar o sinergismo do extrato metandlico de B. tetraphylla com antifungicos

utilizado na terapéutica (fluconazol);

* Determinar a atividade hemolitica do extrato metandlico de B. tetraphylla

utilizando eritrécitos humanos;

* Determinac&o de producéo de oxido nitrico e viabilidade celular de macrofagos
tratados com extrato metandlico de B. tetraphylla;

* Analisar alteracdes ultra-estruturais da C. albicans através de microscopia de

varredura;

« Efetuar fracionamento cromatogréafico do extrato metanoélico, visando separar a

composi¢do quimica da espécie em estudo;
* Identificar os compostos isolados que foram fracionados na cromatografia;

* Avaliar o potencial antibiofilme, antimicrobiano e anti-viruléncia dos compostos

isolados contra Candida albicans;

* Aplicar os compostos isolados no fracionamento em modelos de infecgéo in vivo

utilizando o inseto Tenebrio molitor.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 INFECCOES RELACIONADAS COM ASSISTENCIA A SAUDE

A infeccdo relacionada com assisténcia a satde (IRAS) ganhou destaque no Brasil
a partir dos anos 70. A transmissdo de micro-organismos no meio hospitalar
representava uma grande preocupacdo para todos os profissionais da area da salde
sendo uma das principais causas de morte em pacientes hospitalizados mundialmente
(ANVISA, 2014).
No Brasil, o Ministério da Saude mostra que a taxa média de infeccdo hospitalar
é de aproximadamente 15%. Na Europa e Estados Unidos da America representa cerca
de 10%, no mundo estd diretamente relacionado ao grau de complexidade de cada
hospital. Os géneros Staphylococcus e Candida (figura 1) foram os mais encontrados
nas infeccBes hospitalares causadas por bactérias e leveduras (ANVISA, 2007,
GASPAR et al., 2012; BARROS et al., 2012; DOI et al., 2016). Esse tipo de infeccdo
constitui um sério problema de satde publica em todo mundo e, em alguns paises vém
crescendo os gastos com Infec¢do Hospitalar (IH): nos EUA e Reino Unido o0s gastos

foram em torno de 6,7 bilhdes de dolares e 1,06 bilhdes de libras, respectivamente.

Figura3 - Os géneros Staphylococcus e Candida em microscopia eletronica de varredura e presente na
infeccdo. A) imagem de Staphylococcus aureus por microscopia eletrénica de varredura. B) Infeccdo por
Staphylococcus aureus. C) imagem de Candida albincas por microscopia eletrénica de varredura D)
infecgdo 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 varios 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.

2.2CANDIDA ALBICANS

Género Candida pertencem ao Reino Fungi, grupo Eumycota, filo Ascomycota,
classe Blastomycetes e fazem parte da familia Criptococcaceae. Dentre as 200 espécies
deste género, a C. albicans é uma das mais virulentas, estando frequentemente
envolvida em candidiases, com prevaléncia na Europa, Canadd e nas Américas
(COLOMBO et al., 2013; CRISEO et al., 2015; CHIN et al., 2016).

Esse género apresenta varias caracteristicas como blastoconideos globosos e
ovoides, gram-positivo, dimdrfico (formacdo de micélio), saprofita, que apresentam
viruléncia limitada. As espécies de Candida podem reproduzir-se por gemulagdo, dando
a célula uma forma oval (figura 2A), caracteristica das leveduras, ou podem crescer sob
a forma filamentosa (figura 2B) através da producdo de tubos germinativos resultando
numa conversdo da forma de levedura para um crescimento em forma de micélio, com
producéo 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 género Candida sdo oportunistas e alguns fatores desencadeadores
sdo necessarios para que ocorra a manifestagdo eou proliferacdo da doenga. Dentre
estes fatores destacam-se; relacbes sexuais sem preservativos, gravidez, ingestdo de
anticoncepcionais com alta dose de estrogénio, diabetes, disfuncdes da tiredide,
obesidade, uso de dispositivos intrauterinos (DIU), ma nutricdo, anemia, corticoterapia,
quimioterapia, infecgdes cronicas, uso de antibidticos, doencas imunoldgicas e
imunodeficiénicas; alguns pesquisadores afirmam que a regido geografica 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 multiplos fatores que
determinam a doenca. A transicdo de um micro-organismo comensal inofensivo a
patdgeno é atribuivel a um extenso repertério de fatores de viruléncia seletivamente
expressos sob adequadas condicdes predisponentes (NAGLIK; CHALLACOMBE;
HUBE, 2003; ISHIDA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; HOFS et al., 2016).

Dentres os fatores de viruléncia, os mais reconhecidos sdo para especies de
Candida: a capacidade de aderir a células epiteliais e endoteliais humanas, a producéo
de enzimas hidroliticas extracelulares, como as proteinases e fosfolipases, a

variabilidade fenotipica 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 VIRULENCIA

A viruléncia de determinados micro-organismos é determinada geneticamente e
expressa apenas quando estdo em condicbes favoraveis. A Candida, quando expressa o
gene de viruléncia passa de uma levedura inofensiva comensal a patdgeno. Tais fatores
permitem que ela cause infecgbes e invadam os tecidos do hospedeiro (GHANNOUM,;
RADWAN, 1990; VAZQUES et al.; 2014; CASSONE, 2015; HOFS et al., 2016).

A proteinase é umas das enzimas responsaveis pela capacidade de adeséo celular,
secretada junto a fosfolipase e lipase que também participam no processo fundamental
para a viruléncia da C. albicans, sendo um pré-requisito na formacdo de biofilme. A
elevada producéo de proteinase por esta espécie de levedura leva a uma maior aderéncia
as células do epitélio, penetracdo e destruicdo tecidual. As proteinases de um modo
geral estdo envolvidas em varios processos que incluem a formagdo de pseudomiceélio,
aderéncia e o fenomeno “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 incidéncia de Candida spp. na mucosa oral de pacientes infectados pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) no municipio de Santo Angelo, no estado de
Goias-Brasil, mostrou que todas as espécies apresentaram atividades positivas para
proteinase, revelando que as enzimas hidroliticas quando secretadas por micro-

organismos sdo de grande importancia no fator de viruléncia (COSTA, 2009).

A formacdo de pseudo-hifas, que esta correlacionada com o dimorfismo, a
capacidade de crescimento como blastoporos, pseudo-hidas e hifas, é um dos fatores
viruléncia nos casos de infeccBes pelas espécies de Candida. As variacdes de
dimorfismo podem ser induzidas por condi¢cbes ambientais favoraveis como

temperatura, baixa de imunidade do hospedeiro, pH neutro, CO2, nutrientes (fontes de
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carbono, nitrogénio e aminoacido) entre outros fatores (GERALDINO et al.,2012;
CALDERONE et al., 2001; NAGLIK et al., 2004). Assim, a forma filamentosa
geralmente estd ligada a doencas e a invasdo tecidual, enquanto o formato
leveduriforme esta associado ao estado comensal (ISHIDA, 2010). Pesquisas realizadas
por Shi et al. (2002), demostraram em duas linhagens de Candida submetidas a
variacdes ambientais (mudancas de pH, temperatura, entre outros), a formacdo de

pseudo-hifas, tornando-as patogénicas.

A formacédo de biofilme por Candida apresenta uma alta patogenicidade causando
resisténcia a antifungicos. O biofilme compreende col6nias microbianas envoltas por
uma matriz extracelular e aderidas a uma superficie. Segundo Gulati e Nobile (2016), o
primeiro relato cientifico sobre biofilme foi em 1638 descrito por Antonie Van
Leeuwenhoek em um artigo para a Sociedade Real de Londres. Nas Gltimas décadas,
vem crescendo a quantidade de estudos cientificos sobre biofilme que, em grande
maioria sdo encontrados em associacdo com outros micro-organismos, criando uma
comunidade (GULATI; NOBILE, 2016).

O processo de formacdo de biofilmes (Figura 3) € baseado em etapas e comega
basicamente com a adeséo, formacao de colonias, proliferacédo e diferenciacao, secrecao
de matriz extracelular, maturacéo e dispersdo (CAMPOS, 2017; VERMELHO, 2007).
Estudos sugerem um papel importante da matriz extracelular nesse processo, mostrando
que a arquitetura do biofilme age no sequestro dos farmacos, impedindo que esses
medicamentos desencadeiem o resultado esperado (VALENTIN et al., 2012; BARROS
et al., 2016; YU et al., 2016). Cavalcanti Filho et al (2016), demostraram que 0 extrato
metandlico de Buchenavia tetraphylla inibiu a formagdo de biofilme em amostras de

Candida albicans isolada de cultura vaginal.
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Figura3 - Processo de formacdo de biofilmes baseado em etapas. (a) colonizacdo primaria, (b) diviséo e
proliferacdo celular, (c) colonizacdo secundaria e (d) etapa final da formacéao de biofilme.

(a) Colonizagdo priméria vy 0

O <=

l l EPS
o=
O filme decondicionamento Q ' ‘ ‘ . o

I Substrato I I Substrato I

Divisdo celular

(c) Colonizac3o secundaria (d)

Célulasimples Coagregar Grupos de células

formagdo final de biofilme
= &5co6 B

Coadesio Coadesdo Coadesdo

I Substrato I I Substrato I

Fonte: Shakya et al. (2017)

2.4 PLANTAS MEDICINAIS

Desde o inicio da humanidade, as plantas tém 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 regides onde 0 acesso ao
cuidado de saude formal é limitado, e a selecdo e aplicabilidade dependem dos
sintomas, da disponibilidade de espécies na regido, de aspectos culturais e educacionais
(MAHABIR; GULLIFORD, 1997; RATES,2001; AMOROZO, 2002; OLIVEIRA et
al., 2007; AWAD; AWAAD, 2017).

No Brasil, a utilizagdo das plantas como fonte de medicamentos teve influéncias
das culturas indigena, africana e europeia. Um exemplo é o uso da raiz da Psychotria
ipecacuanha (nome popular Ipeca), pelos humanos, para alivio de colicas 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 geracédo a outra (LORENZI; MATOS, 2002; JORGE;
MORALIS, 2003).

As plantas sdo uma fonte excepcional de produtos naturais bioativos. Esses
compostos sdo cruciais para o desenvolvimento de diversos farmacos comercializados
no mundo inteiro, devido a sua elevada diversidade molecular, sendo maior do que os
compostos derivados dos processos de sintese quimica. A complexidade e variedade
desses metabdlitos sdo resultados de influéncias ambientais (BRESOLIN; CECHINEL-
FILHO, 2003; ALVES, 2008; SHER, 2009). Os metabdlitos secundarios estdo
especialmente relacionados as propriedades terapéuticas das plantas sendo quatro as
principais classes com significado para o homem: alcaloides, fenilpropanoides,
flavonoides e terpendides (NEVES; CUNHA, 2006).

Esses compostos sdo responsaveis pelos efeitos medicinais, ou tdxicos, das
plantas e apresentam grande importancia ecoldgica, uma vez que podem atuar na
atracdo de polinizadores ou representar uma defesa quimica contra estresse ambiental
(LOPEZ, 2006; RAVEN et al., 2007). Assim, esses metab6litos sdo importantes no
mecanismo de defesa das plantas contra predadores, sejam fungos, bactérias, virus,
parasitas, insetos, moluscos ou animais superiores. Algumas plantas superiores podem
formar substancias de natureza antimicrobiana, antifungicas e antitumorais (YUNES;
CALIXTO, 2001).

No mundo inteiro, tém sido estabelecidas politicas de desenvolvimento do uso das
plantas medicinais e fitoterdpicas principalmente com envolvimento da Organizagdo
Mundial da Saude (OMS). Essas medidas visam 0 acesso ao conhecimento sobre as
plantas, o respeito aos principios de seguranca e eficacia na salde, a pesquisa de novos
fitoterdpicos e a conciliacdo de desenvolvimento socioecondmico e conservagao
ambiental (BRASIL, 2001; 2006).

H& muitas iniciativas no Brasil em relacdo as plantas medicinais, por exemplo,
para 0 uso nos servicos publico de saude. O Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, instituido no Brasil em 2008 pelo Ministério da Saude, estabeleceu como
metas inserir com seguranca, eficacia e qualidade as plantas medicinais, fitoterapicos e
servicos relacionados a fitoterapia no Sistema Unico de Satde (SUS) (RESINUS, 2009;
GIRALDI; HANAZAKI, 2010; SILVELLO, 2010; BRASIL, 2011).
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2.5 COMPOSTOS BIOATIVOS DE PLANTAS

Héa séculos a populacgdo utiliza produtos naturais para o tratamento de diferentes
patologias. Diversas atividades bioldgicas dessas plantas ja 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 principios ativos de importancia farmacoldgica encontrada nos extratos vegetais, de
modo geral, é oriunda de uma variedade de metabolitos secundarios (FERREIRA;
PINTO, 2010, SILVA, LIMA, 2016).

O conjunto de processos metabdlicos que desempenham uma fungéo essencial no
vegetal, tais como a fotossintese, a respiracéo e o transporte de solutos, entende-se por
metabolismo primario. Assim, 0s compostos envolvidos nesse processo possuem uma
distribuicdo universal nas plantas. S&o eles: aminoacidos, nucleotideos, lipidios,
carboidratos e a clorofila. A producdo dos metabdlitos secundarios é de fundamental
importancia para a adaptacdo das plantas aos seus ambientes; essas moléculas
contribuem para que as mesmas possam ter uma boa interacdo com os diferentes
ecossistemas. Esses metabolitos despertam interesse ndo sé pelas atividades biologicas
produzidas pelas plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas pela imensa
atividade farmacoldgica desses compostos (SILVA; LIMA, 2016; SHAKYA et al.,
2017).

A sintese dos metabolitos secundarios pelas plantas consiste em um processo de
varias etapas influenciadas por diferentes variaveis (figura 4) tais como, temperatura,
umidade, luminosidade, disponibilidade de &gua, radiacdo, sazonalidade, entre outras.
Os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o
ambiente circundante, portanto, fatores bioticos e abidticos podem interferir com a
qualidade e a quantidade de produtos secundarios resultantes do metabolismo de uma
planta em determinado momento. A fantastica variedade e complexidade de metabdlitos
especiais biossintetizados pelas plantas se formou e evoluiu como mecanismo de defesa
desses vegetais as condi¢cdes ambientais ricas em microrganismos, insetos, animais e

também as condicdes de adaptacdo e regulacdo do meio ambiente (GOBBO-NETO;
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LOPES, 2007; ALVES, 2001; FERREIRA; PINTO, 2010; SILVA; LIMA, 2016;
SHAKYA et al. 2017).

Figurad. Esquema de fatores de influéncias na sintise de metabolitos secundarios
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Fonte: Gobbo-Neto; Lopes (2007)

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos por diversas fontes biossintéticas,
sendo as mais importantes a via do acido chiquimico (fendis, taninos e alcalGides
aromaticos), acido malbnico (fendis e alcaldides), acido mevaldnico (terpenos,
esterdides e alcaldides) e acetil-coA (polipeptidios), como também podem ser
produzidos através de reacBes anabolicas (FIGURA 5). Para que essas reacdes
biossintéticas acontegcam, é consumida muita energia, obtida através da glicolise e do
ciclo do acido citrico (GARCIA; CARRIL, 2009; PETROCSKA, 2012).



Figura5. Esquema das vias do metabolismo secundério de plantas
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Estes metabolitos podem ser divididos em trés classes quimicas diferentes: Os

alcaldides, terpenos e compostos fendlicos. 1) os alcaldides que sdo compostos ciclicos

com papel importante na formacdo e maturacdo das sementes, responsaveis pelo sabor

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

dos seres humanos, porém seu uso inadequado pode conferir ao individuo dependéncia;

I) os terpenos que sdo subdivididos em monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,

triterpenos e os tetraterpenos, tém a funcdo de agentes germinadores, responsavel pelo

aroma e protecdo de plantas; e Ill) os compostos fendlicos que sdo chamados de

flavonoides e sdo responsaveis pelo sabor, odor, e coloragdo dos vegetais (VIZZOTO et

al., 2010).
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2.5.1 Terpenos

O maior grupo de metabolitos secundarios é conhecido como terpenos ou
terpendides. Sao derivados do isopreno (C5) e sdo classificados em monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40)
(DEWICK, 2009). Os terpenos sdo moléculas formadas por meio de duas rotas
metabolicas distintas: rota do acido meval6nico e rota do 1-desoxilulose 5- fosfato
(DXT) (MC MURRY, 2011; TAIZ; ZEIGER, 2004). A estrutura quimica de um
terpeno apresenta dupla ligacdo, carbono-carbono, sendo reconhecida como
hidrocarboneto insaturado, porém se contém oxigénio, é denominado terpenoide
(LOMMIS; CROTEAU, 2014); sdo varios os exemplos de terpenos naturais tais como

esqualeno, B-caroteno, entre outros.

Os monoterpenos (C10) sdo os principais constituintes dos produtos extraidos de
plantas e sdo importantes na inddstria farmacéutica, atuando como herbicidas,
pesticidas, agentes antimicrobianos e anticarcinogénicos em alimentos, além do seu uso
no controle de dores e inflamag6es (SILVA, 2005). Sdo biodegradaveis, por isso sdo
utilizados no controle de pragas (SILVA, 2008). O terpeno, com maior nimero de
representantes, sdo os sesquiterpenos (C15), presentes em varias plantas e que possuem
atividades bioativas como acéo alelopaticas, inibindo o crescimento de raizes e atuam
no sistema de defesa das plantas, além de apresentarem atividades fungitotdxica,
pesticidas e herbicidas (LORENA & BICAS, 2016).

Os monoterpenos e sesquiterpenos apresentam estruturas com a massa molecular
menor e volatilidade acentuada, tendo uma grande importancia para o aroma de frutas
citricas, ervas, especiarias e condimentos (MENDES-PINTO, 2011; FARKAS;
MOHACSI-FARKAS, 2014). Os terpenos sdo encontrados em plantas, e contribuem
para 0 aroma de plantas e frutos. Além, de ser utilizados nas industrias farmacéuticas e
alimenticias (RAVINDRA; KULKARNI, 2015).

2.5.2 Flavonoéides
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Sao compostos por anéis aromaticos hidroxilados, podendo ser um ou mais e sao
responsaveis pela atividade antioxidante de vegetais. Essas substancias bioativas
apresentam propriedades de oxido-reducdo atuando na absor¢do e neutralizacdo de
radicais livres, possuem elétrons = em sua estrutura que estabilizam o radical formado
pela oxidacao do fenol (HORST, 2008). Os flavonoides sdo sintetizados a partir das vias
dos fenilpropandides, que sdo vias mistas: 1) acetato via acido mevaldnico e Il) via
acido chiquimico (POZZI, 2007).

A estrutura basica dessa classe é formada por 15 atomos de carbono na forma
C6-C3-C6, baseada no nucleo de dois aneis benzénicos (A e B), ligados a um anel
pirano (C). Os flavondides devido a sua variedade estrutural sdo subdivididos em 6
classes, de acordo com o grau de saturagdo e oxidacdo do anel pirano: flavonona,
flavonol, flavona, flavonol, antocianidina e isoflavona (BERNARDES, PECANHA,
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, poluicdo ambiental, substancias quimicas presentes).
Além de ter um grande potencial antimicrobiano, antioxidante, antiviral, antitumoral,
anti-inflamatorio, acdo antialérgicas, fotoprotetora, atividades contra o desenvolvimento
de tumores, anti-hepatotdxica, antiulcerogénica, antiplaquetaria, entre outras (LOPES et
al. 2000; RAI, 2010; CORDEIRO, 2013; SAVI et al., 2017).

2.5.3 Taninos

Os metabolitos secundérios das plantas apresentam um grupo de compostos
fenolicos denominados taninos e sdo definidos como polimeros fendlicos sollveis em
agua que precipitam proteinas. Esses compostos apresentam alto peso molecular, entre
500 a 3000 Da e contém grupos hidroxila-fendlicos em quantidade suficiente para
permitir a formacdo de ligaces cruzadas estaveis com proteinas (DESHPANDE et al.
1986; MANGAN, 1988;HASLAM, 1989; BUTLER et al., 1984).
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A classificacdo de acordo com sua estrutura quimica pode ser taninos
hidrolisaveis e taninos condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de acido galico
e elagico glicolisados, obtidos pela rota do chiquimato em que o grupo hidroxila do
acucar ¢ esterificado com os acidos fendlicos. Os ésteres do acido hexaidroxidifénico
sdo formados pelo acoplamento oxidativo fendlico de funcdes galoil catalisados pela
enzima tipo lacase fenol oxidase (DEWICK, 2009).

Os taninos sdo considerados como meio de defesa da planta contra micro-
organismos (fungos, bactérias e virus), contra ataques de insetos e herbivoros
(TAKECHI et al., 1985; Temmink et al., 1989). Em estudo realizado por Boughdad et
al. (1986) observou-se que a alta presenca de taninos pode reduzir o desenvolvimento
de insetos e larvas. Os taninos apresentam grandes atividades biologicas e
farmacoldgicas, podendo ser citadas: efeito anti-séptico, antimicrobiano, antidiarreico,
inibitério da replicacdo do HIV (inibindo a transcriptase reversa, dificultando a
replicacdo viral), antihelmintica e antihepatdxica, anti-tumorais, inibicdo de enzimas,
utilizados em algumas intoxicagdes, no tratamento de feridas, queimaduras e inflamacéo
da pele (MONTEIRO et al., 2005; HASLAM, 1996; YILDIRIM &KUTLU, 2015).

2.6 CAANTIGA

A caatinga (figura 6), bioma exclusivo brasileiro, compreende uma area de
aproximadamente 900 mil km?, representando 60% da regido Nordeste e 11% do
territorio do Brasil que abrange os estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais (AGRA, et al., 2008;
BRASIL, 2014). A caatinga apresenta a vegetacdo mais heterogénea dentre os biomas
encontrados no Brasil, tendo como caracteristica o potencial hidrico reduzido no solo
com acentuado periodo de estacdo seca, entre sete e dez meses; sua flora nativa
apresenta entdo caracteres anatdbmicos, morfoldgicos e funcionais especializados para a
sobrevivéncia destas plantas as condi¢cdes adversas de clima e solo (RIZZINI, 1997;
SAMPAIO et al., 2002; ALBURQUERQUE et al., 2006). Esta vegetacdo diversificada,
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representada por aproximadamente 159 familias, 1.141 géneros e 4.547espécies e

dessas, 318 espécies sdo consideradas endémicas (AGRA et al., 2008).

As principais familias encontradas na caatinga, segundo Almeida (2010), sdo:
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 importancia bioldgica, esse bioma encerra um consideravel potencial

econdmico, com espécies de excelente uso como forragens, frutiferas 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 tém comprovado a agdo de muitas espécies ocorrentes neste bioma
com efeito terapéutico comprovado entre a populacdo economicamente mais carente
(ALMEIDA; ALBURQUERQUE, 2002; AWAD; AWAAD, 2017). Além disso, as
plantas da Caatinga sdo ricas em compostos ativos como flavondides, compostos

fenodlicos, terpenos, taninos, alcaldides e sesquiterpenos.

Mesmo ainda ndo sendo muito estudado, pesquisas ja descreveram diversas
atividades bioldgicas da vegetacdo da caatinga, tais como: antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antibiofilme, antioxidante e antiparasitaria (TRENTIN et al., 2014;
SANTOS et al., 2016; PAREDES et al., 2016; VIEIRA et al., 2016; SOARES et al.,
2016; ARAUJO et al., 2017; BONIFACE et al., 2017).
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Figuraé — Mapa da localizagdo do bioma Caatinga

Fonte: www.agencia.cnptia.embrapa.br

2.7 FAMILIA COMBRETACEAE

A familia Combretaceae abrange aproximadamente 70 géneros e cerca de 600
espécies difundidas nas regides tropicais e subtropicais. Estas espécies possuem
caracteristicas evolutivas avancadas, ocorrendo em diversos biomas, incluindo os
ambientes especiais, como mangues e 15 regiBes aridas encontradas, principalmente, em
diversas partes da Africa, sendo comumente utilizadas com propésitos medicinais. Os
principais usos dessas plantas sdo para o tratamento de doengas infecciosas como
diarréia, gripe, sifilis e gonorréia, febre, dores musculares, hipertensdo 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 géneros desta familia sdo: Combretum, Terminalia e Quisqualis
(ELOFF, 2008). No Brasil, estima-se a ocorréncia de 62 espécies, subordinadas a 5
géneros; géneros nativos (Buchenavia, Crombretum, Conocarpus, Laguncularia e
Terminalia (SOUZA; LORENZI, 2005; MARQUETE; VALENTE, 2006,
MARQUETE; LOIOLA, 2015).

Nas Américas, as espécies da familia destacam-se pelas atividades anti-
inflamatoria, anti-helmintica, anti-esquitosomal, antimicrobiana, antiviral, antiflngica,
no combate a diarreia e a hipertensao, além de anti-tumoral contra linhagem de células
modificadas de mama, ovario, prostata e tecido 6sseo (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 género Buchenavia vém aumentando e ja
proporcionaram o isolamento e identificacdo de diversos compostos com propriedades
bioldgicas conhecidas, como taninos, flavondides, terpenos, triterpenos, carboidratos,
entre outros. Esses compostos sdo, provavelmente, os responsaveis pelas diversas
propriedades biolégicas comprovadas em pesquisas. Estudos envolvendo espécies do
género Buchenavia tém evidenciado propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-
biofilmes referentes aos extratos e tambem aos compostos isolados (OLIVEIRA et al.
2012; CAMARGO; SUFFREDINI, 2014; CAVALCANTI FILHO et al., 2017).

O género Buchenavia apresenta aproximadamente cerca de 25 espécies,
distribuidas desde a Ameérica Central até a América do Sul (Venezuela, Coldmbia,
Guianas, Brasil, Peru e Bolivia). No Brasil esta amplamente distribuido entre Norte até
sudeste, mas seus representantes sé@o encontrados, principalmente, no Norte com cerca
de 20 espécies diferentes. Este género é caracterizado por porte arbustivo ou arboreo,
folhas simples e alternas, flores sem pétalas, com frutos do tipo drupa e arredondados
(MARQUETE; LOIOLA, 2015). Em relacgéo a atividades bioldgicas, o género apresenta
poucos estudos, porém os que sdo encontrados na literatura mostram a presenca de
compostos bioativos (alcaldides, flavondides, taninos e entre outros). Estudos realizados

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

e anti-biofilme.

2.8 Buchenavia tetraphylla

A Buchenavia tetraphylla (figura 7) € um planta da familia Combretaceae,
encontrada desde Cuba (Ameérica Central) ao Sudeste Brasileiro (América do Sul)
(WEAVER, 1991). No Brasil, esta espécie é conhecida porpulamente como tanimbuca
(FIGURA 12) e esta 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 inibicdo da replicagio do DNA de
Staphylococcus aureus (DA SILVA et al., 2016).

Em estudos fitoquimicos de B. Tetraphylla, verificou-se a presenca de
hidrocabornetos, acucar, glicosideo, terpeno, taninos, flavonoides, carboidratos,
protoantocianidinas, leucoantocianidinas e triterpeno (CAVALCANTI-FILHO et al.,
2017; OLIVEIRA et al., 2012). Em pesquisas realizadas por varios autores foram
apresentandos resultados frente a micro-organismos patogénicos como Candida sp,
Staphylococcus sp, Pseudomona sp, entre outros. Além de exibir baixos efeitos
citotoxicos 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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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Context: Buchenavia tetraphylia (Aubl) RA Howard (Combretaceae: Combretoideae) Is an ethr dicinal R 4 15 Apeil 2016
plant with reported antifungal action. Revised 25 January 2017
Objective: This study evaluates the antimicrobial activity of 8. tetraphylla leaf extracts against clinical Iso- ~ Accepied 3 March 2017
lates of Candida albicans. The morphological alterations, combinatory effecs with fluconazole and the KEVWORDS
cytotoxicity of the active extract were analyzed. st o il
Materials and methods: Extracts were obtained using different solvents (hexane: BTHE; chloroform: BTCE; wdmg. Caatings blome

ethyl acetate: BTEE; and methanol: BTME). Antimicroblal activity was determined by the broth microdilu-
tion method using nine strains of C. albicans Isolated from vaginal secretions and one standard strain
(UFPEDA 1007).

Results: All extracts showed anti-C. albicans activity, including against the azole-resistant strains. The MIC
values ranged from 156 to 2500 ug/mL for the BTHE; 156 to 1250 pg/ml for the BTCE; 625 to 1250 pg/mL
for the BTME and 625 pg/mL to 2500 pg/miL for the BTEE. BTME showed the best anti-C albicans activity.
This extract demonstrated additive/synergistic Interactions with fluconazole. Scanning electron microscopy
analysis suggested that the BTME Interferes with the cell division and development of C. albicans. BTME
showed |Csp values of 981 and 3935 pa/mL, against J774 macrophages and human erythrocytes, respect-
Ively. This extract also enhanced the production of nitric oxide by J774 macrophages.

Discussion and conclusion: Buchenavia tetraphyfla methanolic extract (BTME) Is @ great source of anti-
microblal compounds that are able to enhance the action of fluconazole against different C. albicans
strains; this action seems related to inhibition of cell division.

Introduction favour C. albicans infections (Gow & Hube 2012; Mayer et al

2013; Fadda et al. 2015).

Candida albicans is a polymorphic fungus recognized as one of
the most common fungal pathogens, responsible for a range of
diseases (Mayer et al. 2013). This yeast is usually found in the
normal microbiota of several distinct anatomical sites such as
skin, mouth and genitourinary and digestive systems (Pfaller &
Diekema 2010; Gulati & Nobile 2016). However, some adverse
environmental conditions such as pH shift, nutritional deficlency,
use of antibiotics or variations in the immune status of the host,
can enable this microorganism to cause infections, which range
from superficial dermal and mucosal cases to more severe sys-
temic infections (candidemia and invasive candidiasis, frequently
associated with patients with compromised lmmunity). Several
factors, related to both host and pathogen, are recognized as cru-
cial for infection development; for example, C. albicans possesses
a range of virulence factors, associated to adherence, filamenta-
tion, blofilm formation and secretion of proteases. Additionally,
antibiotic and bmmunosuppressive therapies, diseases (human
immunodeficiency virus, diabetes), and aging are also factors that

The treatment of C. albicans infection is based on the use of
systemic antifungals (fluconazole or ltraconazole) and topical
nystatin (Pappas et al. 2015). An increase in the resistance of C.
albicans to antifungals has been observed in recent decades,
which makes this yeast a serious concern for the global health
system. Indeed, the development of new and effective approaches
to treat fungal infections remains one of the major challenges for
modern medicine (Sardi et al. 2013).

Traditlonal medicinal plants from underexploited environ-
ments, such as the Caatinga (semi-arid reglon), an exclusively
Brazilian biome, have been the subject of various studies in the
search for new antimicrobial compounds, due to their excep-
tional activity against microorganisms (Oliveira et al 2012; Silva
et al 2014). Buchenavia tetraphylla (Aubl) RA Howard
(Combretaceae: Combretoideae) is a Neotropical plant, distrib-
uted from Cuba (Caribbean) to Brazil (South America) (Weaver
1991). In Brazil, this plant is popularly known as “Tanimbuca’
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and Is listed as an ethnomedicinal plant used by the traditional
communities of northeastern Brazil (Agra et al. 2007, 208). Our
group has shown that extracts and fractions of B. tetraphyile
leaves have a broad-spectrum of antimicrobial activities, inhibit-
ing both Gram-positive and Gram-pegative bacteria and fungl
(inchading €. albicans) (Olivelra et al. 2012} Additlonally, a
recent study has shown that B tementosa had a potential anti-
fungal effect against different Camdida species (Teodoro et al
2015). In this context. this study aimed to evaluate the antimicro-
bial activity of B. fefraphylla extracts alone or in combimation
with flucenazole against clinkcal isolates of C. albicans lsolated
from waginal secretions, and to analyze the ultrastructural
changes and the combinatory effect with fluconarole induced by
the active extract.

Materials and methods
Plant material: collection, identification and extraction

Leaves of B. tetraphyila were collected in the Pargue Naciosal do
Catimbage (PARNA  do Catimban, Permambuco, Brazil) in
November of 3013, The taxonomic identification was performed
by Dr Alexandre Gomes da Silva, at the Herbarium of the
Instituto Agrnnﬁmim de Pernambuco (IFA), where the voucher
specimen (Number B84.104) was deposited. Leaves were dried
using an incubator at 45°C for 2 to 3days. The dried material
was ground inte powder form using a grinder followed by a
Waring blender.

For extraction, dried leaves (25g) were mixed with hexane
(100 mL) in a shaker at 125rpm for 72h at 25°C. Then, the
extract was filtered and the supernatant was concentrated ln a
rotary vacuum. The resbdue was suspended In 100 mL of chloro-
form. The extraction procedure was repeated and the residue was
resuspended in 100mL of ethyl scetate. Finally, the residue was
subjected to methanol extraction. All extract samples were diluted
in 100% dimethyl sulfosdde and stored at 47C prior to use.

Phytochemical analysis

The extracts from B fetraphylls were submitted to thin-layer
chromatography (TLC) assays in order to perform a qualitative
detection of their fumctional compounds. The extracts were
loaded in silica gel F254 4366 plates (20 = 20.cm; <AQS>), and
developed In a solvent systemn: A (toluene/dioxanfacetic acid,
18455, v/v) and B (hexane/diethyl ether/formic acid, 130:80:20,
vivl. Bands were revealed under UV light (254/365nm), using
cerie sulphate and ferric chloride. The bands were identified by
thelr R values and compared with the standards used.

Antimicrobial assays
Candida albicans strains

A total of 1 C. afldcens strains were used in this study. The
standard strain [UFPEDAIMT) was obtained from the Microbial
Collection of the Deparfamento de Antibioticos, Universidade
Federal de Pervasmibiice (UFPEDA). The clinlcal strains were iso-
lated from vaginal secretions at different clinical laboratories in
Recife (Pernambuco, Brazil) and kindly provided by them
between September and December 2012,

The antibiotic-susceptibllity profile of each solate was per-
formed according to the CLS] recommendations (CLSI 2011} using
the disc-diffusion assay on Sabouraud dextrose agar (SDA). In brief,
colonbes from overnight cultures of C. alldcans were suspended in
sterile saline water equivalent to a 05 McFarland standard.
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Table 1. Antibioticresistance psofile of C. albicans clinical strains malsted from
vaginal secretion samples.

Strain Amphotericin B Ketoconanake Fluconazale Ibaconarole
Fol R 1 5 ]

FO2 5 5 R R

FO3 5 5 5 5

Fog 5 1 R R

F11 L] 1 R R

Fld 5 5 I I

F22 5 5 I I

F23 5 5 5 5

F27 5 1 I I

Interpeetation of IDZ values {mm) [CLS, 2011}

Drugs Sensikive (5] Intermediate () Fe=sistant (B
Amphotenin B =15 14-10 =il
Ketoconazale = -4 <
Fluzanazaks =19 18-15 <ls
IEraconaml= >33 I2-14 <13

The suspension (100 pl} was spread ower an SDA plate and the
antiblotic  disc  was  applied aseptically onte  the surface.
Afterwards, the plates were incubated at 30°C for a period of
48 h and then each inhibition diameter zone (1DE) was measured
and Interpreted as shown in Table 1. The antiblotics used were
amphotericin B, fluconazole, liraconazole and ketocomazole.

The multiple antibiotic resistance (MAR) index was calculated
as previously described by Krumperman (1983) using the for-
mula MAR = x/y, where 'x" s the number of antiblotlcs to which
the isolate demonsirated reslstance; and °y s the total number of
antibiotics tested.

Determination of minimal inhibitory concentration (MIC) and
minimum fungicidal concentration (MFC)

The minimal inhibitory concentration (MIC) was determined by
the microdilution method (CLST 2011). Twofold serial dilution of
each extract was prepared in Sabouraud broth and 10ul of yeast
suspension (approximately 1.5 = 10" CFU/mL) were added. The
microplates were lncubated at 30°C. After 48h, 50pl of resa-
zurin soluthon ((L01%) were added to each well. The plates were
re-incubated for 2h at 30°C, and any colour changes from pur-
ple to pink was recorded as microbdal growth. The lowest con-
centration at which no colour change occurred was taken as the
MIC, Afterwards, cultures were seeded In SDA plates and incu-
bated for 48h at 30°C to determine the minimum funglcidal
concentration (MFC).

Combinatory effects of B. tetraphylla methanolic extract
and fluconazole

The combinatory effects of the ETME and fluconazole were eval-
uated against five O alldcans strains (FO3, FO&, F11, F22, 1007).
Both samples were added to microplates containing SAE and a
twofold serial dilution was prepared (5000 to 98 pgfml for
BTME and 1 to 0.2 pgfml for fluconazole). The antimicroblal
action was evaluated as described for MIC, and after 48h, the
drugfextract interaction was assessed algebraically by determining
the Fractional Inhibitory Concentration indices (ZFIC), accord-
ing to the following equation:

EFIC = (MICe + F/MICE) + (MICe + E/MICF)

MICe or MIC, the MIC extract or MIC fAucomarole;
MICpen: the MICe when in combination with fAuconazaole;
MICpyp: the MIC of fluconazole when in combination with
exiract; Data Interpretation: EFIC <05 synergism (syn)



0.5 < EFIC <1: asddition {add); 1< EFIC <4 non-interaction
{non): ZFIC >4: antagonksm (ant) (Vouren & Viljoen 2011).

Scanning electron microscopy (SEM)

To evaluate the morphological changes induced by the BTME
extract, a sample of W0l of a diluted overnight culture of
O albfeans (approximately 1.5 = 10° CFUfmL) was added to
1 mL of SAB and mixed with the BTME (MIC). After incubation
{12h at 30°C) the cells were treated as described by da Silva
et al (2013} and imaged with a Quanta 200F scanning electron
mbcroscope (FEI company).

Determination of nitric oxide production and cell viability in
macrophages

1774 macrophages (1 = 10% cellsfml) were seeded in a 96-wells
plate for 24h at 37°C and 5% CO, and then treated with the
BTME (156-2500ug/mL) for another 24h. After the treatment,
the supernatant was used to determine nitric oxide (NO) produc-
tion, and the adherent cells were used for viability assays. For
NO determination, the supernatant (100pul) from each well was
mixed with pL of Griess reagent in a 96-wells plate. After
incubation for 15min ab room temperature, the optical density
was determined at 540 nm with a microplate reader (Benchmark
plus, Bio-Rad, Hercules, CA). The nitrite content (UM I0® cells)
was quantified by extrapolation from sodium nitrite standard
curve in each experiment. Cell viability was evaluated using the
MTT assay, which measures the metabolic conversion of the 3-
{4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2 5-diphenyltetrazolium bromide
{MTT) salt by mitochondria of viable cells, by the use of col-
oured formazan dye. At the end of the incubation, the medium
was removed and an MTT solution (5000 pgfml in RPMI) was
agidded to the cells that were further incubated for 3h
Afterwards, the medium was removed and the intracellular for-
mazan product was dissolved in DMS0. Optical density (OD)
was measured at 595 nm. Cell viability was calculated in compari-
son to the OD obtained by untreated cells.

Haemaolytic assay

Blood {5-10mL) samples were obtained from healthy volunteers
by venipuncture and placed in heparinized tubes, after written
informed consent was obtained. Human eryihrocytes were iso-
lated by centrifugation (1500 rpm for 10 min} and washed three
times with phosphate-buffered saline (PBS pH 7.4). Each test
tube recetved 1.1mL of erythrocyte suspension (1%) and 0.4 mL
of the various extracts at different concentrations (156~2500pg/ml).
Cells incubated in PBS or in a solution of saponin from Quillaje
sp. (DURI25%) were used as negative and positive controls for
haemolytic activity, respectively. After 60 min of incubation, cells
were Centr and the absorbance of supernatant was read at
S40mm. The haemolytic activity was expressed by the following
formula

Haemolytic activity (%) = (42 — Ab) = 100/(Ac — Ab)

Ab=solvent absorbance, As =sample absorbamce; Ac= sap-
onln absorbance.

Statistical analysis

All experiments were performed in quadruplicate with at least
two  imdependent experiments. Results are expressed as
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Table 2. Fhytochemical anabysis of B, tetrophyilo leaves extracts.
Extract

Phytochemical compounds ETHE BTEE BTCE ETME
Hydrocarbons + + - =
Sugars + - + -
Glyroaides + - - -
Terpenes + + + =
Flavanoids - + - +
Tannins - + - +

ETHE: Buchenovia tetrophyills extracts hexane; BTEE: & tetraphylle extracts Exhyl
acetate; BVCE: B rfetropiedlo extracts Chloraoform; BTME: B retropiplls extracts
Miethianal.

mean tstandard deviatbon (SDY). Statistical analyses were per-
formed by Student's f test. All analyses were carried out using
the Statistica 5.0 software. Differences were considered significant
at p<- 005 The correlation indices were calculated using the
Pearson coefficlent (p).

Results
FPhytochemical analysis

The phytochemical profile of extracts from leaves of B. retra-
phiylla s shown in Table 2. The results showed that all extracts
have at least one class of compound reported as an antimlcroblal
agent. The hexane extract (BTHE) presented hydrocarbons, gly-
cosides, sugar and terpenes. Flavonolds, terpenes and tannins
were detected in the ethyl scetate extract (BTEE), while only ter-
penes and sugar were found in the chloroform extract (BTCE).
Finally, flavonoids and tannins were detected in the methanol
extract {BTME).

Antibiotic susceptibility of C. albicans strains

All clinbeal isolates of C. albicans tested in this study had their
antibiotic-susceptibility profile analyzed (Table 1). According to
the disc-diffusion assay, two strains (F03 and F23) were suscep-
tible to all tested antifungal agents; another three isolates (F14.
F23 and F27) were susceptible to amphotericin B and ketocon-
azole and showed intermediate susceptibility to fluconazole and
itraconazole; the strain POl was only resistant to amphotericin B;
finally, the strains FO2, FOB and F11 showed reskstance to flucon-
azole with cross-resistance to btraconazole (MAR index of 0.5).
Fluconazole resistance of each strain was confirmed by MIC
determination as recommend by CLSI (CLSI 2011). Strains FO3,
Fi8 and 1007 were inhibited by fluconazole at 3.025pgiml,
while strains F11 and F22 were inhibited by the same drug at
625 pgfml.

Anti-C. albicans action of B. Tetraphylla extracts

The inhibitory actlon of B. rerraphyila extracts was evaluated
agalnst 10 O, albcass strains (Table 3} The extracts showed
anti-C. albioans activity agabnst all tested stralns, including the
azole-resistant stealns (FO2, FO8 and FI1). The MIC wvalues
ranged from 156 to 2500 pgfml for the BTHE; 156 to 1250 pgfmL
for the BTCE 625 to 1250 pgfmL for the BTME and 625 pgfml to
2500 pg/ml for the BTEE. The BTME and BTCE showed the
best  antimleroblal  potential with no  significant  difference
between thelr average MFC values (p = 0.05). A moderate nega-
tive correlation was observed between the MAR indexes of all
strains amd MIC {p=—039) or MFC (p= —0.33) values of the
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Table 3. The anti-Candido albicans activity of extracts from B, tefraphylio leaves
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B. tetraphylls extracts
Ethyl acetate Chiloroform Hexane Methanol

C. alhicans steming MAR index MIC* MFC* MECAMIC  MIC"  MFC" MFCWIC pac” PAEC" MEC/MIC  MIC"  MFC" MFCMIC
FH 05 1250 =-5000 =4 625 5000 B 625 1250 2 625 1250 2
Fo2 0s 1150 5000 4 1250 2500 2 2500 5000 2 625 X500 4
FO3 1} 1500 5000 =2 625 2500 4 625 2500 q 1250 X500 2
Fod s 615 5000 =8 625 1150 1 1250 5000 q 625 1250 4
F11 0s 1250 2500 1 625 1150 2 156 1250 i 625 1250 X
F14 a 625 000 & 625 1250 2 625 5000 = 625 1250 2
Fi2 1} 1150 5000 4 625 2500 4 1250 21500 ¥l 625 2500 4
F23 1} 1500 5000 2 625 1150 2 1250 2500 2 1250 X500 2
F2? 1} 625 1250 1 625 1150 1 1250 21500 ¥l 625 2500 4
UFPEDA 1007 1} 625 2500 4 156 12 2 1250 5000 q 625 1250 X
Average MIC 1250 £ 721 pgifml G4 4 260 pgfml 1078 + 636 pgfml 750 4 164 pgfml
Average MFC 4125 = 1450 pgfml A056 + 1305 pgiml 3250 + 1581 pg/ml 1875 + 659 pgfmil.

"MIC & MMC is expressed 2t pofml; MAR index: multiple antibiotic resistance indec UFPEDW: Microbial Collection of the Deporfomento de Anlitidticos, Uniersidode

Federal de Pernambuco.

BTME, indicating this extract was slightly more active against the
resistant strains. Moderate and weak positive correlations were
found between the MAR indexes and MIC (p=051) or MFC
{p =0.14) values of the BTCE. Additionally, the MEC/MIC rathos
ranged from 2 to 4 for the BTME, thus it was a fungicidal agent
against all tested strains. Both fungicidal and fungistatic effects
were observed for the BTCE (MEC/MIC ratios ranged from 2 to
&), but fungicidal action was more prominent (for nine strains).
Since the BTME showed the strongest activity it was chosen for
further biological activity assays.

Combinatory effects of the BTME and fluconazole

The combinatory effects of the BTME and fluconazole are shown
in Figure 1. The extract had the ability to increase the action of
fluconazole in most strains through additive (20% of strains
EFIC =0.75) or synergetic (60% of strains; EFIC values of 0.375
and 0.5) effects. Non-interaction was observed against one strain
(EFIC =2).

Morphological changes induced by the BTME

The morphological alterations induced by the BTME in the flucon-
azole-resistant FOB strain were evaluated using scanning electron
microscopy. This strain was chosen because it presents a high
degree of cell surface hydrophobicity fn witro (data not shown), a
property related to the increase of C. albicass adberence and wiru-
lence (Blanco et al, 2009 Silva-DMas et al 2015). After 12h of
cultivation, untrested samples (Figures I{a—c)) showed a predom-
inance of budding blastoconidial cells with a normal elliptical
shape, smooth surfice and formation of hyphal structures exhibit-
ing a homogeneous, elongated shape without constrictions (Figure
2{a)). BTME-treated cells (Figures X{d-f)) showed intense depos-
ition of focculated material on the cell surface, more elongated
blastoconidial morphology  with  several scars (Figure 2(e)).
Howewver, no filamentation could be observed and hyphal struc-
tures were nod seen in treated samples. Cells presenting depres-
sbons on the cell surface could also be observed (Figure (0]} Mo
rupiured cells or alterations on the yeast cell surface were detected.

Effects of the BTME on cell viability and NO production

The treatment of |774 macrophages with different concentrations
of the BTME resulted in significant production of NO o at
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Figure 1. Combinatory effects of ETME and fluconazole against Candido afbizans.
man: nor-intesactive effect; add: additive effect; syn: synergistic effect; ant: antag-
onistic effsct

concentrations from 3125 to 2500 pg/ml (p =0.05), in a dose-
dependent manner (Figure 3). Regarding cytotoxicity, the BTME
extract showed sy values of 981 pg/ml against J774 macro-

phages and 3935 pg/ml. against erythrocytes.

Discussion

C. allicans s the most prevalent pathogen assoclated with valvo-
vaginal candidiasis, and it is estimated that it affects approxi-
mately 75% of women at least once during their lifetime. This
pathology represents significant health issues for women of child-
bearing age, as well as diabetic and immuno-deficlent patients.
Vulvovaginal candidiass s associated with considerable morbid-
ity, increased healthcare costs, distress, pain and sexual dysfunc-
tion (Cassone 2004). C. albicans strains isolated from vaginal
secretions have shown increased resistance towards antifungal
agents, especially luconazole. It is important to highlight that the
breakpodnt of in vitre susceptibility for strains isolated from vagi-
nal secretions has been suggested to be 1 pgfml instead of 8 ugf
ml, this is due to the specific pharmacokinetlc characteristics of
the vagina (Sobel et al. 2003; Marchalm et al. 2012). In this con-
text, this work evaluated the antifungal sction of extracts from
leaves of B fetraphylla against fluconazole-resistant and flucon-
azole-sensitive strains of C. allicans solated from human vaginal
secretions.
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It has been reported that B. tetraphyila leaves are a source of
compounds with anti-C. albicans activity (Oliveira et al. 2012).
Furthermore, Teodoro et al. (2015) found remarkable anu-
Candida activity of another member of the Buchenavia genus,
B. tomentosa. All the extracts were also effective against the
dinical isolates tested. Furthermore, the extraction method used
in this present paper increased the antifungal potential of this
plant, as the average MIC values of the standard straln were up
to 40 times lower than those reported by Oliveira et al. (2012).
Among the extracts, the BTME and BTCE showed the best
activity and no significant differences were observed between
their MIC or MFC values. The BTME is more effective agalinst

Figure 2. Effects of BTME on C aibicons. (a-c) Control cells; {d-f) cells treated with BTME at MIC for 12 h (a—) Ultrastructural aspects of untreated C afhicans culture
at low {(3) and high magnification (b—c) showing the presence of single and budding yeast cells with evident fragile blastoconidial septum (white armow). (h) True
hyphal structures could be also observed. Treated C. afbicans culture at (d) low and {e-f) high magnifications. Note in (2) the presence of elongated cells (white aster-
isk) with multiple scars (white arrow). {f} Cells presenting surface depressions are indicated in white amow.

the fluconazole-resistant strains than the BTCE, as confirmed by
correlation analysis (the Pearson coefficient for their MIC values
was —0.032; and 0.076 for their MFC values). Two mammalian
cell types were used to determine the cytotoxic potential of each
extract: human erythrocytes and mice macrophages. Both mod-
els are widely used to assess the toxicity of plant-derived prod-
ucts (Oliveira et al. 2012; Santos Alianga et al. 2014; Sant’Anna
da Silva et al. 2016). In the cytotoxicity assays, the BTME
showed 1C,, values of 981 and 3935 pg/mL against J774 macro-
phages and human erythrocytes, respectively. These values are
higher than the average MIC of the BTME (625 pg/mL).
Therefore, it was decided to evaluate the morphological changes
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Figure 3. Effect of BTME on nitric oxide production by J774 macrophages.
*Signiicant differences in relation to control {p < 005)

induced by the BTME and its effects when in combination with
fluconazole.

Fluconazole is recommended as the first choice for treating
pathologies caused by C. albicans, mainly due to its high effi-
clency and good pharmacokinetic properties (Pappas et al. 2015).
However, the appearance of fluconazole resistance represents an
enormous limitation for its use in the treatment of candidiasis
(Morschhiuser 2016). Consequently, combination therapy has
been indicated as a useful alternative to manage Candida infec-
tions (Cul et al. 2015). Measurement of the combinatory effects
of natural products and antimicrobial agents has been taken as a
new strategy in the battle against drug resistance (Hemalswarya
et al. 2008; Wagner & Ulrich-Merzenich 2009; Cui et al. 2015)
and a range of plant-derived products have been used to increase
or restore the action of some antifungal agents such as flucon-
azole (Khan & Ahmad 2012; Avijgan et al. 2014; da Silva et al.
2014). The BTME was able to increase fluconazole activity
against the flve resistant strains by addictive and synergetic
effects. Compounds from both flavonoid and tannin classes
(same classes detected in the BTME) are reported as enhancers
of fluconazole activity (Endo et al. 2010, da Silva et al. 2014).

Depending on environmental conditions, C. albicans can
assume three different morphotypes during its development: blas-
toconidial, pseudohyphal and hyphal forms. Furthermore, C. albi-
cans easily develops into a blofilm on surfaces, which when
compared to planktonic cells, displays stronger resistance to a
wide variety of antifungal agents (Staniszewska et al. 2012; Ma
et al. 2015). Different from the control cells, morphological
observation showed a predominance of single, Isolated blastoco-
nidia over the budding cells and no true hyphal development
These results suggest that the BTME substantially affected the
morphogenetic transition of C. albicans, which is crucial to its
virulence (Staniszewska et al. 2012). The ability to produce
hyphae (and them switch between yeast and filamentous forms)
is of extreme importance to the pathogenesis of candidiasis and
is considered the central virulence attribute (Berman & Sudbery
2002; Dalle et al. 2010; Mayer et al. 2013). The yeast-to-hyphae
transition is related to tissue damage and invasion and the host
inflammatory response, as well as mediating Staphylococcus aur-
ews co-infection (Peters et al 2014; Schlecht et al 2015). The
ability of the BTME to inhibit hyphal formation can be consid-
ered an attractive characteristic for anti-C. albicans therapy, espe-
cially during biofilm formation (Jacobsen et al. 2012).

Finally, the BTME Induced the significant production of NO
from macrophages. NO Is a reactive oxygen nitrogen specles
which s recognized as a marker of macrophage activation, play-
ing an essential role in antimicrobial defence. Specifically, NO
suppression Is a mechanism used by C. albicans to evade the

immune system response, thus macrophage function modulation
is a potential aim for antifungal therapy (Collette et al. 2014).

In condusion, this study demonstrated that B. tetraphylia is a
great source of antimicrobial compounds able to enhance the
action of fluconazole against different C. albicans strains. The
methanol extract induced significant morphological changes In
treated cells and enhanced NO production in vitro. Therefore, it
is presented as a promising source of antifungal agent(s) for the
treatment of C. albicans. The identification, molecular and in
vivo studies of the active substance(s) will be areas of important
future research aimed at alternative, new strategies for
controlling C. albicans infections using natural products from the
Caatinga.

Acknowledgements

The authors are grateful to the following Brazilian agencies: the
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico ¢ Tecnolégico
(CNPq), the Coordenagio de Aperfeig de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) and the Fundagio de Amparo a Ciéncia e
Tecnologia do Estado de Pernambuco (CAPES).

Disclosure statement

The authors confirm that there is no conflict of interest in this art-
icle content.

Funding

Conselbo Nacional de Desenvolvimento Cientifico ¢ Tecnolégico
[10.13039/501100003593], Coordenagio de Aperfeicoamento  de
Pesscal de Nivel Superior [10.13039/501100002322), Fundagao de
Amparo 4 Ciéncia e Tecnologia do Estado de Permambuco
[10.13039/501100006162).

ORCID

Lufs Cliudio Nascimento da Silva ([ hutp:/forcid.org/0000-0002-
4206-0904

References

Agra MF, Baracho GS, Silva KN, Basilio IJLD, Coetho VPM. 2007. Medicinal
and poisonous diversity of the flora of Carin Parathano, Brazl
| Ethnopharmacol. 111:383.395,

Agra ME, Silva KN, Basilio 1JLD Freitas PF, Barbosa-Filho JM. 2008. Survey
of medicinal plants used in the region northeast of Brazil. Brax |
Pharmacog. 18:472-508

Avijgan M, Mahboubt M, Nasab MM, Nia EA, Yousefi H. 2014. Synergistic
activity between Echinophora platyloba DC ethanolic extract and azole
drugs against clinical isolates of Candida albicans from women suffering
chronic recurrent vaginitis. | Mycol Med. 24:112«116.

Berman ], Sudbery PE. 2002 Candida alb a malecal
on lessons from budding yeast. Nat Rev Genet. 3918932,

Blanco MT, Sacristin B, Lucio L, Blanco |, Pérex-Giraldo C, Gémez-Garcia
AC. 2009. Cell surface hydrophobicity as an indicator of other virulence
factors in Candida albicans. Rev Iberoam Micol 27:195«199.

Cassone A. 2014, Vulvovaginal Candida alby infections:  pathogenesis,

y and praspects. BJOG. 1227852794,

Clinical and Labaratory Standards Institute (CLSI). 2011. Performance stand.
ards for antimicrobial susceptibdity testing (21st edn) Wayne: M100.S21.
Clin Lab Std Inst. 30.

Collette JR, Zhoa H, Lorenz MC. 2014. Candida albicans suppresses nitric
oxide g from phages via a secreted molecule. PLoS One.
9:e96203.

bailt




Cui |, Ben B, Tong ¥, Dai H, Zhang L. 2015, Symergistic combinations af
antifungak and antisvirulence agents to fight againet Candide afbicins
Vindlence. &362=<571,

da Siva CR, de Andrade Meto B, de Sousa Campos R, Figueiredo NS,
Sampaio L5, Magalhdes HI, Cavalcanti BC, Gaspar DM, de Andrade Gb,
Lima 1%, et al 3014, Synergistic efect of the favonoidd catechin, guerceting
or epigallocatechin gallate with fluconazole induces apoptosis in Cardida
tropicelic  resistant o fluconazole.  Antimicrob  Agents  Chemother.
SH:lan8=147H.

Dalle F, Wachtler B, L'Ollivier C, Holland G, Bannert N, Wilson D, Labruire
C, Bonnin A, Hube B. 2000, Cellular interactions of Camdida afficars with
human oral epithelial cells and enterocytes. Cell Microbiol. 12:248=271_

Endo EH, Corter DAG, Uesda-Makamura T, Makamura CV, Dias Filho BP.
2000, Potent antifungal sctivity of extracts and pure compound kalated
from pomegranate peels and symergism with flaconarole against Candida
affvicans. Res Microbiol. 161:534<540.

Fadda ME, Podda GS, Pisano MB, Deplana M, Cosenting 5. 2015, Prevalence
of Candida species in differemt hospital wards and their susceptibiity 1o
antifungal agente results of a thressyear survey. | Prev Med Hyg
A0EY=TL

Gow NA, Hube B 2012, Importance of the Candida athicans cell wall during
commensalism and infectson. Curr Opin Microbaol. 15:406<412.

Gulati M, Nobile C]. 2006, Candida afbicans biofilms: development, regula-
than and molecular mechanisms. Microbes Infect. 16 1=30.

Hemaiswarya 5, Kruthiventi AK, Doble M. 2008 Synergism between natural
procducts and antiblobics against infectious diseases. Phytomedicine.
15:59=h52,

lacohsen 1D, Wilson [N, Wachtler B, Brunke 5 MNaglik [, Hube B. 2012
Condida albdcans dimorphism as a therapewtic target. Expert Fev Antt
Infect Ther. 1:85=9%

Khan MaAS, Ahmad 1. 2012, Antiblofilm activity of certain phytocompounds
and their synergy with fuconazole against Candide afbicans biofilms
I Antimicrob Chemother. 6761 8=621.

PH. 1985 Multiple antibiotic resistance indexing of Escherichia
coli to identify high-risk sources of fecal contamination of foocds. Appl
Enviran Microbiol. 46:1a5=170,

Ma C, Du F, Yan L, He G, He . Wang C, Rao G, fang ¥, Xo G 205
Patent activitkes of roemerine against Camdida albdcams and the underlying
mechanisms. Molecules, 20:17913=17928,

Marchaim D, Lemanek L, Bheemreddy 5 Kaye KS, Sobel JD. 200Z
Fluconarolesresistant  Candide affWcans walvovaginitis. Ohstet  Gymecol
14k140T <1414,

Mayer FL, Wilson [, Hube B, 20013 Candide albicars pathogenicity mecha-
ndsms. Viralence. 4:11%=128.

Morschhiuser |, 200& The development of Buconazele resistance in Candidae
alfricars - an example of microevolution of a fungal pathogen. | Microbiol
S4:192=201.

Oliveira YLC, Silva LCM, Silva AG, Macedo Al, Aradjo M, Correia MTS,
Sibva MY, 2012 Antimicrobial activity and phytochemical screening af
Buchemavia  tetraphyila  (Aubl) R A Howard (Combretaceas
Combretaideac). Sci World . 2012:1=5

Pappaz PG, Kauffman CA, Andes DR, Clancy O], Marr KA, Ostrosky-
Zeichner L, Faoutis TE. 3015, Clinical practice guideline for the manage-
ment of candidiasiss 2008 wpdate by the Infectbous Diseases Society af
America. Clin Infect Dis, &2sel=50.

40

PHARMACEUTICAL BIOLOGY g 1527

Peters BM, Palmer GE, Mash AK, Lilly EA, Fidel PL, Noverr MC. 2014
Fungal morphogenetic pathways are reguired for the hallmark inflammas
tory respomse  during Camdide  @lbicens  vaginitis.  Infect  Immun.
H2:532<545.

Plaller MA, Dickema D, 2000. Epidemdology of mvasive mycoses in Nonb
America. Crit Rev Microbiol. 36:1=53,

Sant"Anna da Sihva AP, Mascimento da Silva LN, Martins da Fonseca C5, de
Arwijo [M, Comela MT, Cavalcand M5, Lima VL. 2016, Antimicrobia
activity and phytochemical analysis of organkc extracts from Cleame spis
masa Jage. Fromt Microhicl, 7983,

Santos Alianga AS, .‘L11éu: KF, Vasconcelos Reis TH, Higino Th{, Brelazsdes
Castro MC, Blanco EM, Figuewredo RC. 2014, The fm vitro bhiological active
ity of the Brazilian brown seawesd Ddctpota merfersdl against Lelshreania
amazonensiz, Maleoules. 19:14052<14065,

Sardi JO0O, Scorzoni L, Bernardi T, Fusco-Almeida AM, Gannind MM, 20135,
Candida species: current epidemiology, pathogenicity, biofilm formation,
natural antifungal products and new therapeutic options. | Med Microbiol.
6201 0=24.

Schlecht LM, Peiers BM, Erom BP, Freiberg JA, Hansch GM, Filler 5G,
Shirthff ME. 2005 Systemic Staphplococcus awrens infection mediated by
Candida  albicars hyphal invasion of mucosal tssue. Microbiology
[Reading, Engl). 161:168=141.

Sihva LON, Sandes |M, Paba MM, Aradjo M, Figueiredo RCBQD, da Silva
MY, Correia MTDS, 2013 Anti-Staphpovoccas awrews action of three
Caatinga frubts evaluated by eectron micrascopy. MNat Prod  Res
IT114592= 1496,

Silva LN, Trentin DD%, Zimmer KR, Treter |, Brandelli CLC, Frasson AP,
Macedo AJl. 2014, Antisinfective effects of Braziban Caatinga plants against
pathogenic bacterial biofilm formation. Pharma Biol S348d=464.

SilvasDism A, Miranda IM, Branco |, Monteiro-Soares M, PmaVa C,
Endrigues AG. 3015, Adhesion, biofilm formation, cell sarface hydrophos
bicity, and antifungal plankionic susceptibility: relationship among
Canidida spp. Frant Microbial. &:1=4,

Sobel [, Zervos M, Read BD, Hooton T, Soper D), Nyiresy P, Pamzer H.

2003, Fluconaeole ssceptibility of vaginal isolates obtained from women

with complicated Camdida wagimiris: dinical implications. Antimicrob

Agents Chemather. 47-54=38.

ka M, PBondaryk M, Sienmicka K, Kurmtkowski W. 201%

Ultrastructure of Camdide albicans pleomorphic forme phase-contrast

microscopy, scamning and transmission  elactron  microscopy. Pol |

Microbiol. 61:129=135,

Tecsdora GR, Brighenti FL, Debem ACE, Delbem ACE, Khourl 5, Gontljo
AVL, Eoga-lto CY. 2005 Antifungal sctivity of extracts and isolated come=
pounds from Buckeravia tomenmfosa on Camdide afbicoms and nen-albi-
coms. Futare Microbdol. 10e917=927.

Vouren 5V, Viljoen A 2011, Plantbased antimicrobial studies methods and
approaches o stady the interaction befween natural products. Planta Med
TRl lB8= 1182,

Wagmier H, Ulrich-Merzenich G 2004 Synergy ressarche approsching a new
generation of phytopharmaceuticale. Phytomedicine. 18:57=110.

Weaver PL 1991, Buchenawia retraphpdln (WVahl) Eidhler: Granadillo. New
Orleans (LA): Department of Agriculture, Southern Forest Experiment
Staticm.

S,

Microbes in the spotlight: recent progress in the understanding of beneficial and harmful

Microbes in the spotlight: recent progress in the understanding of beneficial and harmful

Microbes in the spotlight: recent progress in the understanding of beneficial and harmful



41

3.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS DO EXTRATO METANOLICO 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 ethomedicinal 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



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 L (about 1.5 x 10% 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 pL 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].

25  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 (FO1, F03, F08, F11, F14, F23 and F27) showed high
biofilm formation (4+), the standard strain (UFPEDA1007) showed low biofim production (1+) and
isolates FO2 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 FO8 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 Formati
. albicans on biofilm 1C/2 I1IC/4
4+
01 + +
NEGAT
02 IVE
4+
03 + +
4+
08 + +
4+
11 + +
4+
14 + +
NEGAT
22 IVE
4+
23 + +
4+
27 + +

Negative (%T < 5), 1+ (%T 520), 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 (FO8 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.
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1. INTRODUCAO

As infeccBes relacionadas a assisténcia a saude por Candida sdo causas de
morbidez e mortalidade, com uma taxa entre 10 e 47% no Brasil e na América Latina.
Nas ultimas décadas a resisténcia antifungica aumentou e o nimero de medicamentos
encontrados no mercado (MOTTA, F. A. et al.; 2017). O género Candida engloba
micro-organismos presentes na microbiota normal do ser humano. Alguns fatores
individuais contribuem para as infecgOes por essa levedura, que séo: o rompimento das
barreiras cutanea e mucosa, disfuncdo dos neutréfilos, defeito na imunidade mediada
por células, desordem metabdlica, exposicdo direta aos fungos, extremos de idade
(recém-nascidos e idosos), desnutricdo aguda, longo tratamento com antibiéticos,
quimioterapia, transplantes, resisténcia a antifingicos (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 doenca, mediada por varios fatores, como: aderéncia, formacdo de
biofilme, producdo de exoenzimas (proteinase e fosfolipase), producdo de tubo
germinativo, variacGes genotipica e fenotipica (HARTMANN, A. et al.; 2016).
Portanto, vem se buscando novas alternativas terapéuticas, 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, sdo utilizadas pela populacdo devido suas propriedades medicinais, que
atuam no tratamento de doencas por fungos e bactérias (ARAUJO et al., 2017). A
Buchenavia tetraphylla (Aubl.) R. A. Howard (Combretaceae: Combretoideae), uma
espécie neotropical que encontra-se na Caatinga e € popularmente conhecida como
“tanimbuca”. Embora relativamente pouco estudada, esta espécie esta relacionada como
uma planta etnomedicinal utilizada por comunidades tradicionais na regido do Nordeste
brasileiro (AGRA et al. 2007a, 2008). AGRA et al.(2007) relatam que as plantas da
familia Combretaceae tem sido cada vez mais utilizadas em tratamentos medicinais que
incluem anti-helminticos, enterite aguda, colite, prisdo de ventre, carie dentaria,

diureético, inflamag6es em geral, malaria, tuberculose e cancer, entre outros.
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Cavalcanti Filho et al. (2017), analisaram em pesquisas 0 potencial citotoxico e
antimicrobiano do extrato metandlico 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 modificacGes
estruturais externas, com rachaduras e encolhimento celular que pode ser atribuido a
perda do volume citosolico. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi determinar o
efeito de uma fragcdo obtida do extrato B. tetraphylla sobre o crescimento e fatores de
viruléncia de isolados clinicos de C. albicans. A caracterizagdo quimica da fracéo

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

21 MATERIAIS da planta: coleta, identificacdo e EXTRACAO.

As folhas de B. tetraphylla foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau
(PARNA do Catimbau, Pernambuco, Brasil) em novembro de 2013. A identificacdo foi
realizada pelo Dr. Alexandre Gomes da Silva e depositada no herbario IPA (Instituto
Agrondmico de Pernambuco), com voucher de nimero 84.104. As folhas foram secas
utilizando uma incubadora a 45°C por 2 a 3 dias. O material foi moido em forma de p6
usando um moedor seguindo de um liquidificador waring.

O material obtido (25 g) foi misturado com hexano (100 mL) e submetido a
agitacdo constante em mesa agitadora com rotagcdo de 125 rpm, durante 72 horas em
temperatura de 25° C. Em seguida, o extrato foi filtrado e o sobrenadante foi submetida
a evaporacdo rotativa, o residuo foi misturado em 100 mL de cada um dos solventes em
ordem sequencial: cloroférmio, acetato de etila e metanol. O extrato de cada solvente
foi dissolvido em Dimetilsulfoxido (DMSO) e armazenado (4 °C).

22 SEMI-PURIFICACAO DO EXTRATO METANOLICO DE b,
TETRAPHYLLA

O extrato metanolico foi de escolha pra realizagdo 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 estacionaria, utilizando-se
MeOH e MeOH: CHCI3 (1:1) como eluentes.

23 ANALISES DE CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

As fracdes obtidas da coluna cromatografica foram submetidas a analises por
cromatografia em camada delgada (CCD) em placas de silica gel Merck F. Para a

revelacdo do cromotograma foram utlizados os seguintes reagentes: sulfato cérico e
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cloreto férrico. As fracdes foram identificados com mesmos perfis Rfs e visualizacao

em luz ultravioleta sendo reunidas as semelhantes.

24 ANALISES Ic-ms/Q-TOF

A fracdo | do extrato metandlico foi submetida a uma analise ndo 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 separacéo foi alcangada em uma coluna Kinetex 1.7u XB-C18 (100 x 2.1
mm, 1.7 um, 100 A, Phenomenex, Torrance, CA, EUA). Foi utilizado &cido foérmico
(0,05%) em é&gua e acetonitrilo (fornecido com &cido férmico a 0,05%) como fases
moveis A e B, respectivamente. Condi¢des 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 mdvel foi de 300 pL min?t. 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 liquida foi acoplada a um espectrémetro de massa micrOTOF-
Q (Bruker, Bremen, Alemanha) equipado com uma fonte de ions eletrospray (ESI)
operada em modo de ionizacdo positiva ou negativa. A tensdo de pulverizacdo ionica foi
mantida a +4500 V ou -3900 V, respectivamente. A temperatura seca foi ajustada para
200 °C e o fluxo de gas seco foi ajustado para 8 L min/1. O gas de nebulizagdo foi
ajustado para 2,5 bar e energia de colisdo para 15 eV. O nitrogénio foi usado como gas
seco, gas nebulizador e gas de colisdo. O intervalo m/z foi ajustado para 50-1400. O
modo AutoMSMS foi utilizado para obter os espectros MS e MS/MS dos trés ions mais
abundantes presentes em cada ponto do tempo com exclusdo inteligente para incluir
também ions menos abundantes. Todos os arquivos foram calibrados com base em

espectros compostos coletados de clusters formados em Na* no inicio de cada corrida.

25 OBTENCAO DOS MICRO-ORGANISMOS
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Nesse estudo foram utilizados no total 10 linhagens de C. albicans, apresentando
um linhagem padrdo (UFPEDAL007) pertencentes & colecdo de Culturas do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA) e 9
espécies clinicas isoladas de secrecdo vaginal obtidas através de solicitacdes a diversos

Laboratorios de Andlises Clinicas de Recife (Pernambuco, Brasil).

26 TESE DE DIFUSAO EM MEIO SOLIDO

Apos a cromatografia de coluna aberta Sephadex LH-20 apresentou 10 fracdes,
onde foram utilizadas estas fracGes para realizacdo do teste em disco seguindo a
recomendacdo da CLSI (CLSI, 2011). As linhagens foram cultivadas em meio
sabouraud dextrose agar 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 fraces do extrato metandlico de B. tetraphylla (A a J). As placas
foram incubadas a 30 °C por 24 horas, apds a incubacdo, os halos de inibicdo foram
analisados para a escolha da melhor frag&o.

27 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA
(CMI)E CONCETRACAO MINIMA 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 microdilui¢do (CLSI, 2011).
A diluicdo em série da fracédo | foi preparado em caldo Sabouraud, 10 pL (cerca de 1,5
x 108 CFU/mL) de suspensio de leveduras foi adicionado. As amostras foram
incubadas durante 24 h a 30°C. Solucdo Resazurina (0,01%) foi utilizada como um
indicador no crescimento. Foram utilizados controles positivos para 0 DMSO e para o
micro-organismo, e controle negativo. A CIM foi determinado na menor concentracdo
que ndo houve crescimento da levedura e ndo ocorreu mudanca na coloragdo.

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 a concentracdo minima da

fracdo | que eliminaram as Leveduras.

28 ENSAIO DE INIBICAO DE HIFAS

No ensaio de inibicdo de hifas foi utilizada a metodologia de Yusuf et al. (2011).
C. albicans foram cultivadas em meio RPMI e mantidas durante 48 h a 25°C, para
iniciar o desenvolvimento de hifas. Para induzir a formagao de hifas, foram transferidas
para novos meios de RPMI a 37°C no pH 6,5. As concentracdes desejadas da fragédo |
do extrato metandlico 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

microscopio, tomando aliquotas apds cada 30 minutos (Yusuf et al.,2011).

29 FORMACAO DE BIOFILME

A producdo de biofilme foi avaliada usando o método descrito por Shin et al.
(2002) com modificacbes. Foram utilizadas microplacas de poliestireno com 96 pocos,
preparadas com inoculo (100 mL; 0,5% escala de McFaland) em 100 mL de meio
RPMI. A microplaca foi incubada durante 24h a 37°C, sob agitacdo continua a 50 rpm,
lavadas duas vezes com agua destilada e densidade dptica foi medida no leitor de
microplacas a 405 nm. Para quantificar a producdo de biofilme, a percentagem de
transmitancia (%T) foi calculado subtraindo a% de T a partir dos valores do controle

negativo (sem producéo de biofilme).

210  AVALIACAO DA HIDROFOBICIDADE DA SUPERFICIE CELULAR (HSC)

A hidrofobicidade dos isolados de C. albicans foi avaliada pelo Ensaio de
Adesdo Microbiana a Solvente proposto por Bellon-Fontaine e Rault, que consiste na
afinidade fungica a um solvente apolar (hexano). Em seguida, as células fangicas foram
suspendidas em tampao fosfato de potéssio (0,01 M; pH 6,5) e foi realizada uma leitura
a absorbancia a 600 nm (Abs1) de 0,4 (~ 108 UFC mL™). Esta suspenséo foi misturada
ao solvente (1:6 v/v) por agitacdo durante 90 segundos até formar uma emulsdo. Apos

repouso em temperatura ambiente por 20 minutos (com separacéo de duas fases) a
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absorbancia da fase aquosa foi mensurada (Abs2). A porcentagem de adesdo microbiana
ao solvente hidrofébico (HSC) foi expressa seguindo a férmula:
HSC (%)= (1— Abs2/Abs1) x 100.

A classificacdo 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 concentragdes da fracdo | por 5 minutos e foram
colocadas em placa de Petri contendo meio Agar proteinase, incubar a 37° C por 4 dias.
As placas foram analisadas medindo o halo de producdo de secrecdo de proteinase ao

redor das colbnias.

212 ENSAIOS  ANTIMICROBIANO COM  TENEBRIO  MOLITOR
(TENEBRIONIDAE)

2.12.1 Seleg&o de composto anti-infectivos

Larvas de T. molitor com aproximadamente 100 mg foram randomizadas em
grupos de no minimo 15 individuos. O T. molitor antes da inoculag&o, os corpos foram
limpas com alcool 70% e injetados com uma Seringa de Hamilton 10 yL da suspenséo
microbiana (1,0 x 10° UFC/mL) na Gltima pata falsa das larvas (do inglés proleg). As
larvas foram incubadas a 37°C. Apos 2 horas, grupos de larvas receberam 10 pL da
fracdo em diferentes concentragbes (125 pg/mL, 250 pg/mL ou 500 pg/mL). A
viabilidade foi avaliada diariamente pela auséncia de movimento. Larvas inoculadas
com o micro-organismo e tratadas com PBS serdo utilizadas com controle positivo,
enquanto larvas ndo infectadas o controle negativo. A morte de todas as larvas do grupo

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

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Deteccdo de buchenavianina e seus derivados na fracdo | do extrato metanolico de
B. tetraphylla

A caracterizacdo quimica do extrato metandlico das folhas de B. tetraphylla
revelou a presenca de buchenavianina e seus andlogos (Figura 1). A buchenavianina e
derivados [O-desmetilbuchenavianina, N-O-desmetilbuchenavianina] sdo classificados

como flavoalcaldides com uma por¢éo 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 presenca desses compostos, a fracdo analisada apresentou outros 6
compostos, que sdo: Kaempferol, epicatequina, quercetina, kaempferol-3-O-glucoside,
quercetina-3-O-hexosideo 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
flavonoides alcaldides Buchenavianina e N-Dimetilbuchenavianina. Além disso,

mostrou que 0s extratos aquosos testados apresentaram um melhor poder antifungico, o
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que corrobora com o presente estudo, onde o fracionamento do extrato metanolico de B.
tetraphylla evidenciou a presenca do mesmo composto buchenavianina encontrado

nesta pesquisa.

3.2 Acado anti-Candida das fracGes do extrato metandlico B. tetraphylla

Apos o fracionamento do extrato metandlico de B. tetraphylla, foram obtidas
10 fracGes (A a J). Foram realizados atividade antimicrobiana pelo ensaio de teste em
disco para fazer um screening da melhor fragdo para realizacdo de testes posteriores. Os
resultados obtidos estdo apresentados na tabela 2. A fracdo | apresentou o melhor
resultado quando testado contra a linhagem padrdo UFPEDA1007 e o isolado clinico
FO1 de C. albicans, obtendo halos com os respectivos valores a seguir 9.07 mm e 12.31
mm. QOutras fragcOes apresentaram resultados positivos como a fragdo 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 fracdes pelo ensaio de teste de difusdo em meio solido

Fracgoes UFPEDA1007 FO1
A N/A N/A
B 8.13 mm 10.73 mm
C N/A 8.72mm
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- Néo apresentou atividade/resultados dos halos estdo apresentados em

mm.

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

espécies clinicas isoladas de secrecdo vaginal.

F
racéo 01 02 03 08 11 14 22 23 27

19 A7 6.05 .61 2.79 .16 0.19 1.38 .79

.69 .28 2.36 0.37 27 .67 .07 2.33 IA

11 27 5.38 0.87 2.72 0.82 99 1.60 2.34

N/A- N&o teve atividade /resultados dos halos estdo apresentados em mm.

3.3 Atividade anti-C.albicans da fracdo | de B. tetraphylla

A acdo inibitdria da fracdo I do extrato metanolico de B. tetraphylla foi
analisada contra 10 linhagens de C. albicans (tabela 4). A fragéo | apresentou agéo anti-
C. albicans para todas as linhagens, apresentando o valor de CMI para a linhagem
UFPEDA1007 de 7,8125 pg/mL e para as linhagens de isolados clinicos (FO1, F02,
FO3, FO8, F11, F14, F22, F23 e F27) valores entre 3,90625 e 31,25 pg /mL. Para o CMF
da linhagem padrdo e isolados clinicos foram obtidos os valores entre 15,625 e 250 g
/mL. Em trabalho realizado por Teodoro et al. (2015), demonstrou que as CMIs
encontradas variaram entre 200 e 25000 pg /mL para todas as espécies de Candida. A
eficiéncia antifungica da fracdo | (buchenavianina e seus derivados) encontrada neste
trabalho aumentam sua relevancia.

Batista et al. (2010), comprovaram acdo antifingica 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 antifungica para todas as cepas padrao de Candida spp.
(TEODORO et al., 2015).

Estudos realizado por Cavalcanti Filho et al. (2017), relataram agdo anti- C.
albicans nos extratos metanolico, cloroférmico, hexanico e acetato de etila. Mostrando
que os resultados obtidos corroboram com presente estudo. Pesquisa realizadas por
Oliveira et al. (2012), com o extrato hidroalc6olico/fracBes 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
fragbes. Mostrando que os resultados obtidos por Oliveira e colaboradores diferem do

presente estudo, devido a solventes utilizados na extracao.

Tabela 3: Atividade anti-C. albicans da fracdo | do extrato metanélico da B. tetraphylla

Leveduras CMI CMF
UFPEDA1007 7,8125 15,625
FO1 15,625 250
F02 31,25 250
FO03 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 pg/ml

Do mesmo modo, Katerere et al. (2012) analisaram plantas da familia
Combretaceae, que possuiam flavonoides e todas apresentaram atividade antifingicas.
Flavondides, taninos e outros metabdlitos secundarios tém recebido atencdo nos ultimos

anos devido as suas propriedades farmacoldgicas diversa, incluindo efeitos citotdxicos,
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antioxidantes, quimioprofilaticos, suas atividades antifangicas, antioxidantes, anti-
inflamatérias (MOHAMMAD, F.; 2016; AIRES, 2017).

3.4 Inibicdo do desenvolvimento de hifas

O teste de inibicdo 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 producéo se da pela capacidade de patogenicidade desse
micro-organismo. Nesta pesquisa podemos apresentar uma possivel inibicdo de hifas,
onde mostra que em concentragcfes sub-inibitorias pode haver a diminui¢do da formacéo
de hifas. Morais — Braga et al. (2017), observaram que houve reducdo de hifas e
pseudo-hifas da Candida spp quando tratado com extratos ricos em taninos e

flavonoides.

Figura 2: Inibicdo de hifas da linhagem de Candida albicans (F27) tratada com fracdo | do

extrato metandlico da B. tetraphylla.

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

Estudo realizado por Cavalcanti Filho (2014), mostraram uma possivel inibi¢éo
de pseudo-hifas da Candida albicans quando tratada com o extrato metanolico 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 inibicdo de hifas na

levedura. Estes resultados apresentam simetria com os observados nesta pesquisa,
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obtendo modificacBes estruturais na morfologia celular. Flavonoides e taninos presentes
em extratos de Propolis apresentaram resultados significativos para a inibicdo dos
fatores de viruléncias, tais como, formacdo de pseudo-hifas, fosfolipase celular e tubo
germinativo no tratamento de Candida albicans (D’AURIA et al., 2007). Assim,
pesquisas com compostos bioativos tém alcancado resultados promissores em
atividades terapéuticas como, por exemplo, antifungica e bactericida; antioxidantes e
protetora dos raios ultravioleta (VIOLANTE et al., 2009).

3.5 Atividade anti-biofilme da fracdo I

Neste ensaio, foram testadas 10 linhagens de C. albicans e 7 espécies delas (FO1,
FO3, FO8, F11, F14, F23 e F27) apresentaram formacao de biofilmes com absorbancia
de maior que 50%. A linhagem padrdo (UFPEDA1007) apresentou 14, 02%; e FO2 e
F22 ndo produziram biofilmes. Os micro-organismos que apresentaram resultados
positivos foram expostos a fracdo | nas concentracbes de MIC/2 e MIC/4. Na
concentracdo do CIM/2, as linhagens que apresentaram formacéo de biofilme maior ou
igual a 50%, quando tratadas com CIM/2 houve uma reducdo de aproximadamente 25%
(figura 4). As linhagens que tiveram resultados entre 5 a 20% na formac&o de biofilme,

foram mantidas quando submetidas ao tratamento nas duas concentragoes.

Figura 3: Atividade anti-biofilme da fracdo 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 viruléncia. Extratos ricos em flavonoides e taninos encontrados de folha de B.
tetraphylla, apresentaram resultados satisfatério na atividade anti-biofilmes quando
tratados com esse extrato (CAVALCANTI —FILHO et al., 2016). A fracdo | foi capaz
de inibir a formagéo de biofilme de C. albicans em concentragbes de MI1/2 e MIC/4.
Resultados similares foram observados por Capoci et al. (2015) e Teodoro et al. (2016)
que realizaram estudos com plantas da mesma familia.

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
secundarios presentes em plantas influenciam atividades antiflngicas, além de
apresentar resultados significativos na inibicdo dos fatores de viruléncia, tais como a
inibicdo de biofilmes (BONVEHI et al., 2012; ALMEIDA et al., 2012).

3.6 Hidrofobicidade de superficie celular

Das 10 linhagens de C. albicans estudadas, 8 apresentaram no controle
hidrofobicidade de superficie celular com valores médio e duas apresentaram com HSC
baixo. Quando submetidos ao tratamento com a fracdo I, 9 linhagens obtiveram reducéo
do resultados e apenas uma (F27) mostrou um aumento, como mostra na figura 5.
Rodrigues et al. (2009), obseram que apds a incubacdo a 36° C de 16 amostras
apresentaram resultados altamente hidrofébica. Componentes da superficie celular
promovem (hidrofobinas) ou reduzem (hidrofilinas) as propriedades que podem
coexistir na superficie micro-organimos, podendo ocorrer alteracdes na estrutura da
matriz de exopolissacarideos durante a curva de crescimento (CHIA, T. W. et al., 2008;
ROSENBERG, M. & KJELLEBERG, S.; 1986).

A presenca de amostras com alta e de média hidrofébicas apresentaram a
capacidade de formacdo de biofilme, nos fazem supor que, quanto maior o tempo de
contato com a superficie, maior a chance de aderéncia destes micro-organismos
(RODRIGUES et al., 2009).



60

Figura 4: Hidrofobicidade de Superficie Celular de células tratadas com a fragdo | do extrato

metandlico de B. tetraphylla.
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HSC baixa para valores <30% e valores considerados altos para HSC >70%.

3.7 Proteinase

No teste de producdo de proteinase, foram submetidos 5 espécies ao tratamento
com a fragdo | na concentragdo subinibitoria (MIC/2), onde os resultados foram
satisfatérios (Figura 6). Mostrando que o tratamento com essa fragdo conseguiu
diminuir a producdo de proteinase que € um grande fator da viruléncia desse micro-
organismo. Todas as espécies de C. albicans testadas tiveram um resultado na reducéo

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

Fosfolipases sdo enzimas consideradas importantes fatores de viruléncia
de C. albicans, sua diminuicdo e auséncia desta enzima pode mostrar reducdo da
patogenicidade para algumas espécies de Candida spp. (MOHAN, V. & BALLAL, M.,
2008).
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Figura 5: Producéo e Inibi¢do da Proteinase
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Em estudo realizado por Mattei et al. (2013). 78 e 97% dos isolados
apresentaram atividades de fosfolipase e proteinase, respectivamente. Estes resultados
estdo de acordo com o apresentado nesta pesquisa. As proteinases secretadas pelas
espécies de C. albicans sdo capazes de degradas matriz extracelular e 0s componentes
basais da membrana, podendo causar a destruicio de células hospedeiras
(JARVENSIVU et al., 2004; ANIBAL, 2007).

Teodoro et al. (2016), avaliou a producdo dessa exoenzima, todas tiveram
producéo positiva para fosfolipase. Quando submetida ao tratamento com extrato de B.
tementosa, ndo obteve reducdo. Mostrando que esses compostos utilizados diferem dos

resultados encontrados nesta pesquisa.

Figura 6: halo producéo de proteinase
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A- Controle/B-tratada com a fracéo |

3.8 Ensaios antimicrobiano com Tenebrio molitor (Tenebrionidae)

Das 10 linhagens de C. albicans estudadas, foi utilizada uma para realizagédo 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 0 MIC
e MIC/2 tiveram sobrevida de 24 e 48 horas, respectivamente, quando comparado com
0 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 o0s insetos contaminados por C.
albicans e tratados com a fracdo | de B. tetraphylla teve a sobrevida de 48 horas.
Estudos realizados por Osimani et al. (2017), inocularam no Tenebrio molitor cepas
resistentes a antibi6ticos, quando tratado pelo mix de antibiéticos, como: tetraciclinas,
macrolideos-licosamida-estreptogramina, vancomicina, beta-lactamicos e
aminoglicoisideos. Estes insetos responderam ao ensaio, diminuindo a mortalidade,
quando comparado com o controle infectado a micro-organismos resistentes a

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

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

Neste trabalho foi identificada a fracdo I, que demonstrou a presenca de
buchenavianina e seus derivados, induziu as mudancas morfoldgicas, reduzindo a
producdo e expressdo de fatores viruléncia no tratamento das espécies de C. albicans.
Além, de demonstrar que a B. tetraphylla ¢ uma 6tima 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 utilizagdo de

produtos naturais extraidos da caatinga.
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que, os extratos da B.
tetraphylla na triagem fitoquimica, mostrou a presenca de hidrocarbonetos, aclcares,
glicosideos, terpenos, taninos e flavonbides. Os extratos e fracBes testados da B.
tetraphylla, apresentaram atividade antifungico, sendo o extrato metandlico e a fracéo |
que obteveram maior atividade frante ao micro-organismo C. albicans. O extrato
metandlico da B. tetraphylla ndo apresentou efeito citotoxico em eritrocitos humanos
nas concentracdes testadas. Além de induzir importantes alteracbes morfologicas nas
células tratadas. A fracdo | apresentou um grande potencial na inibicdo dos fatores de
viruléncias testados neste trabalho. Podendo apresentar promissores antifingicos no
tratamento contra C. albicans.
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