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RESUMO

As plantas medicinais sempre exerceram grande importancia na vida dos nossos
antepassados, auxiliando na cura e prevencéo de doencas. No Brasil, essa tradicéo
sofreu influéncia dos africanos, indigenas e europeus. Uma das formas de utilizacdo
dessas plantas é através de extratos que podem ser produzidos por maceracao,
percolacdo e digestdo. A Tetradenia riparia (Hochst) Codd, da familia Lamiaceae,
empregada na medicina popular, € também conhecida como Falsa-mirra.Atualmente,
existe uma crescente busca por novas terapias visando tratar infeccdes fungicas,
devido ao crescimento dos seus mecanismos de resisténcia. Este estudo visa verificar
o potencial antifingico do extrato etandlico das folhas de Tetradenia riparia contra os
patogenos Aspergillus fumigatus e Candida albicans. O extrato das folhas in natura foi
obtido a partir da maceracdo manual com solvente etanol e etanol/agua, depois
testado contra os fungos a partir do método de diluicdo em agar, sendo o experimento
realizado em duplicata para maior confiabilidade dos resultados. Esse estudo
demonstrou que ha um potencial positivo no extrato da Tetradenia riparia para o

tratamento de infecgbes fungicas causadas pelos patdgenos analisados.

Palavras-chave: Candida albicans; Aspergillus fumigatus; Tetradenia.



ABSTRACT

Medicinal plants have always played a significant role in the lives of our ancestors,
aiding in the treatment and prevention of diseases. In Brazil, this tradition has been
influenced by Africans, Indigenous peoples, and Europeans. One of the ways these
plants are utilized is through extracts, which can be produced through maceration,
percolation, and digestion. Tetradenia riparia (Hochst) Codd, a member of the
Lamiaceae family, has been used in folk medicine and is also known as False
Myrrh.Currently, there is a growing demand for new therapies to treat fungal infections
due to the increasing resistance mechanisms of these pathogens. This study aims to
assess the antifungal potential of the ethanolic leaf extract of Tetradenia riparia against
the pathogens Aspergillus fumigatus and Candida albicans. The extract from the fresh
leaves was obtained through manual maceration with ethanol and ethanol/water
solvent and then tested against the fungi using the agar dilution method, with the
experiment conducted in duplicate for enhanced result reliability. This study has
demonstrated a positive potential in the Tetradenia riparia extract for the treatment of

fungal infections caused by the analyzed pathogens.

Keywords: Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Tetradenia.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo aquelas que através da biossintese formam os
metabdlitos secundarios, os quais, muitas vezes, sdo denominados de principios
ativos. Estas substancias uma vez isoladas e purificadas por métodos adequados
podem ser utilizadas no tratamento de muitas doencas ou entdo, modificadas
quimicamente, ddo origem a novos compostos sintéticos, que se farmacologicamente
adequados séo utilizados em diversos tratamentos (ZANGIROLAMI et al.,2019).

A importancia e a utilizacdo de plantas medicinais data de milénios, porém esta
se tornando mais evidente atualmente nos paises em desenvolvimento ou
subdesenvolvidos. No Paquistdo, por exemplo, estima-se que 80% das pessoas
dependem delas para o tratamento de algum tipo de distarbio organico e, na China
este valor chega aproximadamente a 40%. Em paises tecnologicamente avancados
como Canada, Austrélia e Estados Unidos, a populacdo também utiliza regularmente
plantas medicinais para combater certas doencas e no Japdo os medicamentos
alopaticos sdo menos procurados que as ervas e os fitoterapicos.

A flora brasileira, seja de mata ou cerrado, representa uma das fontes mais
ricas do mundo em espécies com atividade farmacolégica devido a sua
biodiversidade. As plantas medicinais sdo muito utilizadas como remédios caseiros no
Brasil e em outros paises da américa latina, pratica desenvolvida por civiliza¢des aqui
ja existentes e introduzida pelos colonizadores ou imigrantes. E importante ressaltar
que diversas espécies utilizadas sao nativas de outros continentes e foram
introduzidas aqui desde a colonizacdo, a partir de 1500. A Divisdo de Medicina
Tradicional da OMS reconhece a importancia das espécies vegetais utilizadas pelos
amerindios como medicamentos e recomenda que sua eficacia seja avaliada por meio
de ensaios farmacoldgicos e toxicoldgicos. E importante ressaltar que no inicio a
preparacao e uso de plantas medicinais era de forma artesanal, posteriormente com
0s avangos tecnologicos meétodos de preparo e formulagcdes foram sendo

desenvolvidos, permitindo melhor aproveitamento das plantas.
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Os produtos a base de plantas ou derivados das mesmas. Esta tendéncia tem
levado a preservacao da flora e mais investimentos em pesquisas na area de produtos
fitoterapicos. As formulagbes medicamentosas obtidas exclusivamente de matérias-
primas com ativos naturais recebem o nome genérico de fitoterapicos.

Atualmente, plantas medicinais e seus fitoterapicos ndao sdo mais consideradas
como terapia alternativa no tratamento de distarbios orgéanicos, mas uma forma
sistémica e racional de compreender os fendmenos envolvidos em relacdo a saude e
qualidade de vida (BRANDELLI, 2017).

Uma das formas de obter as propriedades medicinais de plantas € através de

extratos ou 0Oleos essenciais.
Os extratos vegetais séo preparados a partir da dissolucdo das substancias presentes
no vegetal, a partir de um liquido extrator. Os liquidos extratores, também conhecidos
como solventes e, 0os mais utilizados séo: alcoois, agua e 0Oleos vegetais e/ou
combinacdes entre eles . Estes solventes extraem por afinidade quimica, substancias
do material previamente escolhido das partes da planta, tais como, folhas, caule, flor,
sementes, etc. Os extratos podem ser preparados a partir de: Maceracéo, digestéo ou
percolacéo.

A maceracdo consiste na extracdo dos metabdlitos secundarios dos vegetais
com um solvente por dias, com agitacdes ocasionais sem a remocao do solvente. A
digestdo consiste em maceracdao em temperatura quente, entre 40 a 50° C. E por
altimo, a percolacdo consiste na pulverizacdo da droga vegetal adicionada com o
solvente, mantendo os dois em contato por um periodo determinado em um recipiente
cilindrico, chamado de percolador, através dele o liquido extrator passa, com o
controle do fluxo e variagdo da mistura de solventes.

Algumas formas que o0s extratos possuem sao: Tintura, preparado a partir de
uma mistura hidroalcodlica, a concentracéo alcoodlica pode ser de 60 a 90% tendo uma
relacdo droga/tintura de 1:5 ou 1:10 (LIMA, 2021); Extractor fluido, que € obtido a partir
da evaporacdo de um extrato alcodlico ou aquoso em uma temperatura que nao
ultrapasse 50 °C até a concentracdo 1:1 ser obtida, sendo mais concentrado que a
tintura (SAAD et al, 2016); Extrato seco, que é obtido a partir da evaporacgéo total do
solvente, assim obtendo um pé (LIMA, 2021), um dos métodos industriais para a
obtencdo de extrato seco é o spray dryer e a liofilizagdo (SAAD et al., 2016) Extrato

oleoso, obtido a partir do tratamento com Oleos vegetais (oliva, girassol, abacate);
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Extrato glicélico, que se obtém através da maceracdo em temperatura ambiente com
glicerina ou propilenoglicol, com uma relacao 1:5 (LIMA, 2021).

O Brasil € um dos poucos paises com a maior biodiversidade de plantas
medicinais em regides de preservacdo. Muitas com comprovacgfes cientificas séo
utilizadas para tratamento de diversos disturbios enquanto outras, ainda em fase de
estudos.

Como exemplos cita-se: Canela de velho (Miconia albicans) seus extratos
contém atividade contra diversos tipos de bactérias e contra Candida albicans.

Guacatonga (Casearia sylvestris), popularmente conhecida no Brasil como café
de bugre, seu extrato ajuda na reducdo de ulceracdes causadas por refluxo e no
aumento do numero de fibras de colageno (JOLIVI, 2020).

Inhame (Colocasia esculenta), seu extrato provou - se capaz de reduzir em até
50% a proliferacédo de células de cancer de mama e em 30% a proliferacédo de cancer
de intestino (REIS, 2011)

1.1 Microrganismos

Visto a problematica crescente de infeccfes por tais, esse trabalho consiste em
verificar a eficiéncia do extrato de Tetradenia riparia (popularmente mirra) contra os
fungos Candida albicans e Aspergillus fumigatus.

A Candida albicans € um fungo leveduriforme e comensal do trato
gastrointestinal e geniturinario do ser humano e de outros animais de sangue quente,
sendo a mais frequente das espécies de Candida em cavidade bucal (cerca de 70%)
(FERREIRA, 2017).

Em relagdo a sua morfologia, esse fungo tem a capacidade de crescer como
uma levedura de brotamento ou em formas filamentosas de pseudo-hifas ou até
mesmo hifas verdadeiras, essa transi¢cao € essencial para sua patogenicidade, tanto
em nivel superficial quando sistémico (SUDBERY, 2011).

Os fungos do género Candida s&o dimorficos e oportunistas, sua
patogenicidade estd envolvida em processos fisiolégicos como infecgdes, toxinas,
capacidade de adesédo e producdo de biofilme. Que favorece o fungo com uma
resisténcia ao sistema imunolégico e aos antifingicos (CIUREA et al., 2020; SILVA et
al., 2019; TAMURA et al., 2007).
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O fungo pode ser transmitido para recém-nascidos ao nascerem, durante o
parto, por manipulagao de médicos ou enfermeiros contaminados e sem alteragdes
clinicas, ou até mesmo por mamadeiras contaminadas. Também € muito encontrada
em usuarios de proteses, podendo formar biofilme, diabéticos e individuos que fazem
dietas ricas em agucares, o que pode explicar a grande associagao entre a Candida e
pessoas de meia-idade. Ha uma grande presenga dessas leveduras no canal vaginal,
podendo ter um aumento ou diminui¢do durante a gravidez, devido aos hormaénios, ou
até mesmo a mudancga de pH vaginal. Esse fungo n&o e muito encontrado na pele de
pessoas sadias, sendo as vezes encontrado em fissuras dos dedos ou regiao perianal.
A principal doenca causada por esse fungo é a candidiase que como manifestagcéo
clinica pode incluir micoses cutédneas em regides como pele, unha e mucosas,
candidiase mucocutanea crénica, infeccdo no sangue, endocardite, meningite,
peritonite, gastrenterite, endoftalmite, infecdo nas suprarrenais, pneumonia
(raramente) e vulvovaginite, sendo assim, causando micoses cutaneas ou sistémicas.
A doenga estd muito relacionada com a predisposi¢ao do hospedeiro, ou seja, ao
estado de saude do mesmo. As condi¢des mais frequentes para que o hospedeiro
seja acometido pela candidiase s&do: Pessoas imunocomprometidas, pessoas que
sofreram intervengdes cirurgicas, pessoas que usam cateteres, antibioticoterapia de
grande duragdo, pessoas que fazem sessdes de quimioterapia, pessoas com
queimaduras de vasta extensdo (FERREIRA, 2017).

Normalmente o progndstico para a candidiase € bom a n&o ser que haja uma
infeccao sistémica, ou algo mais sério como meningite e endocardite. Para o seu
tratamento primeiramente devemos remover os fatores que prejudicam pessoas com
diabetes mellitus, uso de violeta genciana, com uma dilui¢do de 1/10.000 em solugéo
aquosa, alcool 10% em manifestagdes orofaringeas, porém, a melhor forma de tratar
e através da nistatina, mas seu emprego nao é muito eficaz em forma oral, a ndo para
combater formas gastroentéricas da doenca. Em vaginites pode ser usada em forma
de tabletes vaginais, por exemplo. E por ultimo, pode ser usado a Anfotericina B para
as formas mais graves da doencga (OLIVEIRA, 2014).

Entretanto, a Candida albicans tem mecanismos que ajudam na sua resisténcia
contra os antifungicos (forma mais usada para seu tratamento), como por exemplo a
producao de biofilme e bombas de efluxo que sdo as mais comuns, porem existem

algumas mais especificas que garantem resisténcia a antifungicos especificos como
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o aumento de esfingolipidios que conferem resisténcia a Anfotericina B, agdo da
enzima calcinerina que confere resposta a acdo dos antifungicos e agao de enzimas
antioxidantes fungicas que conferem resisténcia a Fluconazol. (VIEIRA et al., 2015).
A Candida albicans apresenta grande importancia médica, devido ao seu potencial
patogénico e sua facilidade de transformacéo de comensal a patogénico. Permite que
pacientes saudaveis e imunodeprimidos sejam acometidos por esse fungo. Sua
importancia econémica é devido que a Candida albicans é responséavel pela quarta
infeccdo mais frequente em hospitais (YANO et al., 2011; LAMAGNI, et al., 2001,
RAMSDALE, 2008).

O fungo Aspergillus fumigatus, pertence a familia das Aspergillaceae, a classe
Ascomicetos e a subclasse Euascomycetae, sendo encontrados no meio ambiente,
correlacionando como o principal agente etioldégico responsavel por aproximadamente
90% das aspergiloses invasivas diagnosticadas. E um fungo filamentoso,
apresentando hifas septadas hialinas com ramificac6es dicotémicas, apresentando a
forma de reproducdo assexuada situadas no cimo de uma vesicula do conidioforo
sendo ela, esférica, alongada, hemisférica ou eliptica (VEERDONK, 2017).

O Aspergillus fumigatus por ser um fungo saprofito se dispdem de fatores de
alta viruléncia, como, a termotolerancia, no qual cresce em temperaturas variando
entre 15°C a 53°C, esta caracteristica sugere que este microrganismo apresenta
mecanismos Unicos de resisténcia ao stress, podendo justificar a sua capacidade de
adaptacao ao crescimento no hospedeiro, outro mecanismo de resisténcia, é a parede
celular fangica, no qual mantém a protecao do microrganismo, impedindo a acao de
alguns antifingicos, e por ultimo seu suplemento nutricional por osmotrofia. Essas
caracteristicas metabdlicas intrinsecas auxiliam na adesdo, colonizagao,
disseminagcdo e imunomodulagdo, por consequéncia regulam a resposta imune no
hospedeiro (ROCHA, 2013).

Este microrganismo é o agente causal de varios tipos de infe¢des, tanto em
humanos como em animais, que ocorrem nos pulmdes, ossos, olhos, aparelho
cardiovascular e no sistema nervoso central, sendo um importante patdogeno de
fungos filamentosos que causa infegéo invasiva grave e pneumonia em hospedeiros
imunocomprometidos, resultando em altas taxas de mortalidade (DAGENAIS;
KELLER, 2009; CARVALHO, 2013).
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A Aspergilose € um exemplo de uma micose oportunista que costuma afetar o
trato respiratorio inferior, causada pela inalacdo de esporos do fungo dispersos no
meio ambiente, raramente é patogénico em hospedeiros saudaveis com pleno
funcionamento do sistema imunolégico. Os sintomas podem ser 0s mesmos de asma,
pneumonia, sinusite, ou doenca sistémica rapidamente progressiva. O tratamento
para aspergilose envolve a administracdo de anfotericina B ou um agente alternativo,
como o voriconazol, de introducdo mais recente e que fornece uma opcao de
tratamento mais eficaz e menos téxica que a anfotericina B (CARVALHO, 2013). O
voriconazole mostrou ter melhor eficacia e tolerancia em comparacdo com a
anfotericina B, sendo assim recomendado como terapia de primeira linha (BADDLEY
et al., 2013; JACOBS et al., 2011).

A resisténcia dos antifingicos desenvolve-se em resposta a exposicao de
fungos aos compostos azélicos, mostrando que a resisténcia a droga se desenvolve
ap0s a exposicdo no paciente ou em ambientes, sendo favoraveis condi¢cdes do
desenvolvimento da resisténcia aos azolicos incluindo a longa duracéo da exposicao
ao farmaco e um elevado numero de microrganismos em reproducdo (SNELDERS.,
2008).

A resisténcia conferida ao Aspergillus fumigatus €é resultado de uma
superproducao da enzima e a alteracdo no alvo da droga que resulta em aumento do
namero de copias da enzima alvo e alteracdo na ligacdo da droga sem alterar a
capacidade de catalisar a desmetilagcdo (ARAUJO, 2018).

Portanto € de importancia clinica médica novos métodos para tratamentos
deste patdégeno, sendo relatados mais de 200 000 mil casos de aspergilose com risco
a infec¢cbes humanas anualmente, dependendo do estado imunolégico do hospedeiro
(WASSANO, 2020).

Os antifungicos sao classificados de acordo com o0 mecanismo de acéo que vai
agir no fungo. A maioria dessas drogas afetam a membrana celular ou a integridade
da parede celular através da inibicdo da sintese de ergosterol ou sintese de -
glucana/quitina.

Uma das possiveis complicagbes do uso de antifungicos é a aquisicdo de
resisténcia por parte dos fungos patogénicos observados nos casos clinicos
(GULSHAN; MOYE-ROWLEY, 2007; KANAFANI;, PERFECT, 2008;
MORSCHHAUSER, 2010). Enquanto a anfotericina B tem atividade fungicida, os
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azoélicos sdo geralmente os agentes fungistaticos para Candida spp e agentes
fungicidas para Aspergillus spp (MANAVATHU et al.,, 1998). Equinocandinas
(caspofungina, micofungina e anidulafungina) exibem atividade fungicida contra
Candida spp e atividade fungistatica contra Aspergillus spp (GULLO, 2009; BROWN;
GOLDMAN, 2016).

Mesmo com a alta preocupacéo, as infeccfes fungicas ndo recebem a devida
atencado e recursos, com isso h4 uma escassez de informacdes de qualidade sobre
doencas fungicas e suas resisténcias aos antifungicos.

Em 2022, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) liberou a primeira lista de
fungos patogénicos prioritarios através da WHO FPPL (World Health Organization,
Fungal Priority Pathogens List). A WHO FPPL é o primeiro esfor¢o global para dar a
devida importancia aos patégenos fungicos. O desenvolvimento dessa lista seguiu
uma abordagem de multicritério, concentrando-se em fungos com capacidade de
causar infeccdes sistémicas invasivas aguda e subagudas, 0s quais existem
resisténcia a medicamentos ou outros desafios durante o tratamento e gerenciamento
dos mesmos. Tais patdgenos foram divididos em trés grupos (critico, alto e médio).
Dentro do grupo critico estéo os dois fungos que serdo usados neste trabalho (Figura

1), Aspegillus fumigatus e Candida albicans

Figura 1- Grupo de fungos com prioridade critica

Fig. 1. WHO fungal priority pathogens list (WHO FPPL)

Critical Priority Group

Cryptococcus Candida auris
0 neoformans o
o Aspergillus Candida albicans
fumigatus o

Fonte: OMS

1.2 Propriedades fitoquimicas da planta

Neste estudo foi utilizado para preparacdo dos extratos as folhas da Tetradenia
riparia (Figura 2), Familia das Lamiaceae, nativa de Ruanda localizada na Africa

Central, conhecida popularmente como Pluma-de-névoa, Falsa-mirra, Incenso, Pau-
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de-incenso, Limonete e Umuravumba, sendo cultivadas em locais de climas quentes
e ensolarados, preferindo solos bem drenados e ricos em matéria organica. E uma
planta de caracteristicas arbustiva e florifera, suas folhas sdo espessas, ovaladas a
cordiformes de cor verde-clara, com margens denteadas e imensamente aromaticas.
O povo ruandés utiliza a planta como remédio para varias doencas, tais como malaria,
angina, bouba, abscessos dentais, dor de cabeca, infec¢cdes por vermes, febres e
vérios tipos de dores (VAN PUYEVELDE et al.,2018). Também € utilizada para
problemas respiratérios, tosse, dor de estbmago, diarreia e dengue (PANDA et al.,
2022).

A Tetradenia riparia (Figura 3) tem sido estudada fitoquimicamente para isolar
e identificar os seus constituintes, nas diversas partes da planta, tanto em extratos
quanto nos Oleos essenciais. Segundo Panda et al., (2022), Muitos compostos
fitoquimicos ja foram isolados das folhas, como por exemplo: ibozol, 7a-
hidroxiroileoanona,; 8(14),15-sandaracopimaradieno-7a,18-diol; 6,7-
desidroroileanona; 1’,2’-dideacetilboronolideo; 5,6-dihidro-a-pirona e a-pirona. A
seguir, estdo representadas as estruturas dos compostos mencionados

anteriormente. (figuras 2 a 5)

Figura 2- Moléculas presentes na planta.
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Figura 3- Moléculas presentes na planta.
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Figura 4- Moléculas presentes na planta.
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Figura 5- Moléculas presentes na planta.
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Outros principios ativos que foram isolados da folha da T. riparia foram

umaravumbolideo, deacetilumaravumbolideo e deacetilboronolideo (Figura 6) (VAN
PUYEVELDE et al., 2018).
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Figura 6- Moléculas presentes na planta.
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Estes compostos conferem a planta atividades antimicrobianas, antioxidantes,
antitumorais, analgésicas, anti-parasitaria e anti-tuberculose, conferindo a mesma um
alto poder farmacoldgico.

No Brasil, a espécie Tetradenia riparia foi introduzida como planta ornamental
e é cultivada em parques, jardins residenciais e hortos, distribuidos pelo estado de
S&o Paulo. Nos dias atuais, alguns grupos de pesquisadores tém desenvolvido
estudos fitoquimicos e microbiolégicos com substancias extraidas da planta, extratos
e seu 6leo essencial (ARAUJO, 2014).



Figura 7- Tetradeniariparia.
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2 JUSTIFICATIVA

Nesse contexto de resisténcia fungica, existe uma necessidade urgente em
descobrir novos medicamentos antifungicos. Assim, o estudo de Oleos
essenciais/extratos associado as vantagens relacionadas a seguranca e auséncia de
efeitos adversos importantes, proporcionam uma valiosa oportunidade para a sua

utilizacdo na geragédo de um novo possivel antifungico.
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3 OBJETIVO GERAL

Determinar a eficacia do extrato da Tetradenia riparia contra os patdégenos

Aspergillus fumigatus e Candida albicans.

3.1 Objetivos especificos
Realizar revisao bibliografica sobre os patégenos e sobre a planta.
Preparar o extrato aquoso e hidroalcoolico das folhas pelo método de
maceracao manual.
Realizar testes in vitro para determinar a atividade antifungica frente aos

patdogenos Candida albicans e Aspergillus fumigatus.
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4 MATERIAIS E METODOS

A coleta foi realizada nas partes aéreas da planta Tetradenia riparia (Hochst)
Codd. (Lamiaceae), folhas, foram coletadas numa pequena area verde situada em
Ribeirdo Preto, regido Sul, Avenida Alice de Moura Bragheto, bairro City Ribeir&o,
latitude: -21,210609 e longitude: -47,783424.

A coleta foi realizada no dia 01 de marco de 2023 as 15:00h, horario local.

4.1 Preparacao do extrato

Foi utilizado 15 gramas de folhas in natura da planta, dividida em cinco partes
iguais (aproximadamente 3 g) e 25 mL de 4gua e misturas de etanol/agua, por parte,
como solvente de extracdo. As folhas foram lavadas com agua destilada e secadas
em temperatura ambiente. Em seguida, as porc¢des de folhas foram maceradas com
agua e etanol/agua, a 40 °C. Os extratos obtidos foram filtrados, armazenados em
frascos ambar com tampa e acondicionados a 5 °C (Figuras 9 e 10).

Os extratos foram preparados nas seguintes concentracfes agua/etanol:

Extrato 1 - 100% agua;

Extrato 2 - agua/etanol 10%;

Extrato 3 - agua/etanol 20%;

Extrato 4 - agua/etanol 30%;

Extrato 5 - agua/etanol 40%;

Figura 9 - Preparacgéo do extrato.

Fonte: Autores do trabalho.
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Figura 10 - Extratos prontos.

Fonte: Autores do trabalho.

4.2 Linhagens e meio de cultura

Para este ensaio, foram utilizadas: uma cepa de Candida albicans
(ATCC64548) e uma cepa de Aspergillus fumigatus (cepa selvagem — CEA17).

Os meios de cultura utilizados foram:

Para C. albicans: meio completo YPD agar (2% p/v glicose, 1% p/v extrato de
levedura, 2% p/v peptona e 2% p/v &gar), meio YPD liquido com a mesma composi¢ao
(mas sem &gar).

Para A. fumigatus: meio minimo (MM) [1% (p/v) glucose, sais de nitrato, tracos
de elementos, pH 6.5]. Os soélidos YG e MM foram iguais aos descritos acima com a
adicéo de 2% (p/v) agar.

As cepas foram cultivadas a 30 °C (C. albicans) e 37 °C (A. fumigatus).

4.3 Ensaio de sensibilidade

Para verificar a sensibilidade aos extratos, utilizou-se placa de 24 pogos
contendo 1 mL de volume total de meio de cultura sélido com ou sem os extratos.

Para os controles, foram adicionadas as concentracbes de etanol presentes
nos extratos.

Adicionou-se 40% (0,4 mL de extrato em 1 mL de meio de cultura) de cada
extrato aos meios de cultura sdlidos (os quais foram preparados mais concentrados,
com menor concentracdo de agua para nao ter problema em dilui-los com a adicao

de 40% dos extratos).
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No centro de cada poc¢o contendo os meios de culturas, foram gotejados 5uL
das suspensdes de células (em tampdo PBS 1x) na concentracdo de 2x10°
células/mL. Sendo assim, na gota de 5 pL haviam 104 células de C. albicans ou 10*
de esporos de A. fumigatus.

Os inoculos preparados para a concentracdo de Aspergillus fumigatus, foi
preparado a partir da contagem de esporos na camara de Neubauer e a contagem de
Candida albicans foi realizada na forma de levedura e também foi realizada na camara
de Neubauer.

As placas foram colocadas em estufa a 30 °C ou 37 °C, por 48 h.
O ensaio foi feito em duplicata para cada concentracdo. Na imagem, temos a

foto representativa de uma réplica (Figura 11).

Figura 11 — Esquema de diluigdes.

Meio
A q it Meio + 10% EtOH Meio + 20% EtOH Meio + 30% EtOH Meio +40% EtOH
e cult.

0000
0000

C 0D
(OO

A — Controles C — Testes.

Fonte: Autores do trabalho.
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5 RESULTADOS

Verificou-se uma significativa reducédo no crescimento de C. albicans com o
extrato 30% e uma total inibic&o do crescimento como extrato 40%. Para A. fumigatus,
observou-se uma reducdo no crescimento e esporulacdo na presenca dos extratos
aquoso 10, 20, 30 e 40% (especialmente 30 e 40 %). Vale ressaltar que a presenca
de etanol nos controles contribuiu para reduzir o crescimento de A. fumigatus,
especialmente em 30% e 40% de etanol. Contudo, essa redugcao nao foi tao
significativa quanto as observadas pelos extratos e, nem afetou a esporulacao
(Figuras 12 a 16).

Figura 12 - Teste de sensibilidade A. fumigatus.

A- Controles.C- Extratos.

Fonte: Autores do trabalho.



Figura 13- Teste de sensibilidade A. fumigatus de outro angulo.
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Fonte: Autores do trabalho.

Figura 14- Teste de sensibilidade C. albicans.
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Fonte: Autores do trabalho.
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Figura 15 - Teste de sensibilidade C. albicans de outro angulo.

Fonte: Autores do trabalho.
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6 DISCUSSAO

Durante o desenvolvimento deste trabalho, verificou-se que a maioria das
publicacdes referentes as propriedades farmacolégicas da planta Tetradenia riparia
concentram-se, essencialmente, em andlises dos seus 6leos essenciais. Como ja
supramencionado, a planta é amplamente difundida no Brasil e em diferentes regides
do continente africano, sendo por l4, uma das ervas aromaticas mais utilizadas na
medicina popular. Devido ao seu bom desenvolvimento em clima subtropical e
temperado, o cultivo e a obtencdo € mais acessivel tanto para usos populares quanto
cientificos. As partes aéreas da planta, em particular as folhas, é o principal material
utilizado para obtencdo de 6leos essenciais (OEs), assim como em extratos em
diferentes tipos de solventes e de compostos isolados, purificados e elucidados
estruturalmente, quando se refere a estudos cientificos (FERARRESE et al., 2023).

A medicina tradicional africana utiliza ha muito tempo as folhas da Tetradenia
riparia para tratar uma grande variedade de doencas infecciosas. Tais como: na forma
de infusdo, para cuidar de problemas respiratérios, tosse, dor de cabeca, dor de
estbmago, diarreia, febre, malaria e dengue; e na forma de compressas é aplicado
para o alivio de dores de cabeca e de dente. Assim, despertou-se o interesse para
investigar possiveis atividades antimicrobianas, em particular contra Aspergillus
fumigatus e Candida albicans (BUWA; VAN STADEN, 2006).

Atualmente, ha uma nova consciéncia em relacdo a demanda para tratamentos
terapéuticos alternativos, seja através de OEs, extratos, infus@es ou chas. O interesse
renovado em remédios naturais a base de ervas € impulsionado pela perda de eficacia
de alguns antibi6ticos ou antifingicos convencionais, contra infeccdes comuns devido
ao surgimento de microrganismos resistentes aos antimicrobianos e também o
elevado custo dos farmacos modernos, ndao esquecendo também a acessibilidade
limitada aos cuidados de saude, que persiste entre as comunidades rurais dos paises
em desenvolvimento. A maioria dos estudos envolvendo Tetradenia riparia utilizam
Oleos essenciais e uma pequena parcela focam seus trabalhos nos extratos. Na
literatura especializada ha varios relatos que a planta possui grande potencial para
ser utilizada como fitoterapico, vindo a atender as necessidades mencionadas
anteriormente (FERARRESE et al., 2023 FERNANDEZ et al., 2017; RAMSEY et al.,
2018).
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Estdo disponiveis em diversos meios de publicacdes cientificas inGmeros
trabalhos que demonstram o potencial farmacolégico de Tetradenia riparia, podendo
ser mencionadas, atividades antimicrobianas (fungos e bactérias), analgésicas, anti-
inflamatorias, antioxidantes e anti-tumoral. Extratos, principalmente das folhas desta
planta herbacea medicinal, sdo frequentemente usados para tratar doencas
inflamatorias e infecciosas. As folhas in natura e os 6leos essenciais tém sido usados
para candidiase, criptococose, malaria e infec¢bes respiratorias. Além dos efeitos
mencionados, a citotoxicidade, atividades imunomodulatérias, efeitos anti-helminticos
e anti-parasitarios sdo descritos na literatura especializada. Estas e outras
constatacdes cientificas demonstram um grande potencial farmacologico da planta,
colocando-a na lista de possivel erva fitoterapica (GAZIM et al., 2011; FRIEDRICH et
al., 2020).

Nas ultimas décadas a utilizacdo de plantas medicinais tornou-se cada vez
mais difundido, especialmente em relacdo aos testes de sensibilidade em
microrganismos de importancia em saude publica, onde tém-se demonstrado diversas
atividades para o0s extratos, entre elas, antimicrobiana, antiulcerogénica,
anticancerigena, anti-inflamatéria e anticoccidiana. A busca por novos compostos
antimicrobianos € incessante devido ao grande numero de bactérias e fungos
multirresistentes aos medicamentos existentes, aumentando, portanto, o estudo de
substéancias isoladas de plantas, como por exemplo 0s isoprenos, presentes em
quantidades significativas nas folhas de T. riparia (BALDIN et al., 2018; SILVEIRA et
al., 2007).

No desenvolvimento do presente trabalho, e apos a realizacdo dos ensaios
antimicrobianos com Aspergillus fumigatus e Candida albicans, e revisdes
bibliograficas, verificou-se que, atualmente ha uma crescente demanda por diversos
produtos a base de extratos e 6leos essenciais de plantas medicinais, destinados a
tratamentos de diversas doencas, incluindo infec¢ges fungicas. Este ultimo fato com
notavel atencdo, pois como ja mencionado, observa-se uma resisténcia
antimicrobiana aos principios ativos atualmente utilizados no tratamento de
enfermidades causadas por Aspergillus fumigatus e Candida albicans. Nesse sentido,
produtos a base de extratos e/ou 6leos essenciais sdo uma alternativa promissora e
de baixo custo (BUWA; VAN STADEN, 2006).
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Os resultados obtidos no presente trabalho sdo promissores e corroboram com
a busca por tratamentos mais baratos e eficientes. O potencial antifingico observado
pode ser explicado em funcéo da presenca dos constituintes quimicos, mencionados
na literatura: ibozol, 7a-hidroxiroileanona, 1',2'-dideacetilboronolide, 8(14),15-
sandaracopimaradieno-7a,18-diol; 5,6-di-hidro-a-pirona e a-pirona, e possivelmente
presentes nos extratos das folhas. Relatos em publicag6es cientificas sugerem que,
tais compostos apresentam certa lipofilicidade e poderiam permear a membrana
celular dos microorganismos, afetando suas vias metabdlicas (FERARRESE et al.,
2023; MELO et al., 2015).
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel constatar a eficacia dos extratos aquoso e
hidroalcodlico das folhas de Tetradenia riparia, principalmente aqueles preparados
nas concentragbes de 30% e 40% em etanol. Os melhores resultados foram
observados para Candida albicans que teve seu crescimento totalmente inibido pelo
extrato 40%, entretanto para o Aspergillus fumigatus, verificou-se uma diminuicdo em
sua esporulagao, implicando no seu crescimento parcialmente. Frente aos resultados,
julga-se necessério a realizagdo de mais experimentos, verificagdo da concentracao
inibitéria minima (MIC); se os extratos tém atividades fungicida ou fungistatica nesses
ou em outros patégenos. Por saber que alguns proeminentes as atividades dos
extratos de T. riparia subsistem, tais como: anti-cariogénico bactérias, antituberculose,
antidermatofitose, antimalaria, antifebre amarela, atividade antiinflamatéria e
antiproliferativa contra linhas celulares cancerigenas, ensaios mais detalhados e

aprofundados sdo necessarios para atingir o estagio clinico.
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