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Resumo

O aumento de leveduras resistentes aos antifingicos existentes tém despertado o interesse por
pesquisas por produtos naturais bioativos. No entanto, fatores ambientais influenciam a
producdo dos metabdlitos secundarios por vegetais, que podem interferir na viabilidade da
producdo. Assim, foi investigado se as fases fenoldgicas de Commiphora leptophloeos (Mart.)
J. B. Gillett (Burseraceae), espécie de planta do semiarido do Brasil, influenciam na atividade
antibiofilme de Candida spp., sozinhos e na presenca do fluconazol. Foram coletadas folhas e
cascas da planta, em duas fases fenoldgicas, i.e. com folhas/flores (coleta 1) e com frutos
(coleta 2) e preparados extratos etanolicos e hexanicos a partir desse material. Foram
determinadas a CIM e a CFM dos extratos, e os testes foram realizados frente a biofilmes em
formacdo e em biofilmes pré-formados de Candida albicans (URM 4387), C. krusei (URM
6352) e C. tropicalis (URM 4262), por meio de duas metodologias: 1) microdiluicdo e
quantificacdo colorimétrica com cristal violeta e 2) viabilidade celular com azul de metileno.
Em ambas as metodologias foi possivel observar que os extratos apresentaram efeito contra as
leveduras com uma CIM entre 1mg/ml e 2mg/ml, e CFM igual ou superior a 2mg/ml.
Também observou-se que os extratos foram capazes de diminuir as células viaveis dos
biofilmes em mais de 50%. Os extratos ndo apresentaram efeito sinérgico junto ao fluconazol.
Além disso, a analise com cromatografia de alta eficiéncia mostrou maior quantidade de acido
galico nas cascas do que nas folhas de C. leptophloeos sem diferenca entre as coletas para
essa parte da planta. Nas folhas, o extrato da segunda coleta apresentou maior quantidade de
acido galico que o da primeira. Percebeu-se que os extratos da segunda coleta apresentaram
melhores efeitos sobre a formacéo de biofilmes de Candida spp. Enquanto que os extratos da
primeira coleta das folhas apresentaram melhores resultados sobre os biofilmes pré-formados,
e entre os extratos das cascas, 0 da segunda coleta se sobressaiu. Esses resultados sugerem
que as fases fenoldgicas de C. leptophloeos exercem pouco efeito na atividade antibiofilme,
entretanto, ressalta-se o efeito promissor de seus metabdlitos sobre os biofilmes pré-formados

de Candida spp.

Palavras-chave: Antifungico, Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis,

Fenologia.



Abstract

The increase in yeasts resistant to existing antifungal drugs has raised interest in
research for bioactive natural products. However, environmental factors influence
the production of secondary metabolites by plants, which may interfere with the
viability of production. Thus, we investigated whether the phenological phases of
Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett (Burseraceae), a plant species from
the semiarid region of Brazil, influence the antibiofilm activity of Candida spp.
alone and in the presence of fluconazole. Leaves and bark of the plant were
harvested in two phenological phases, i.e. with leaves/flowers (harvest 1) and with
fruits (harvest 2) and ethanolic and hexanic extracts were prepared from this
material. The MIC and MFC of the extracts were determined, and the tests were
performed against biofilms in formation and in preformed biofilms of Candida
albicans (URM 4387), C. krusei (URM 6352) and C. tropicalis (URM 4262), using
two methodologies: 1) microdilution and colorimetric quantification with crystal
violet and 2) cell viability with methylene blue. In both methodologies it was
observed that the extracts presented effect against the yeasts with a MIC between
1mg/ml and 2mg/ml, and CFM equal or higher than 2mg/ml. It was noted that the
extracts reduced the viable cells of the biofilms by more than 50%. It was no
synergistic effect with fluconazole. Furthermore, High Performance Liquid
Chromatography analysis showed higher amounts of gallic acid in the bark than in
the leaves of C. leptophloeos with no difference between the harvests for this part of
the plant. In the leaves, the extract from the second harvest showed a higher amount
of gallic acid than the first one. It was noticed that the extracts of the second harvest
presented better effects on the formation of biofilms of Candida spp. while the
extracts of the first harvest from the leaves presented better results on the pre-
formed biofilms, and among the bark extracts, the one from the second harvest
stood out. These results suggest that the phenological phases of C. leptophloeos
exert little effect on the antibiofilm activity, however, the promising effect of its
metabolites on pre-formed biofilms of Candida spp. was highlighted.

Key words: Antifungal, Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis,
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Apresentacao

Informamos que a parte inicial da dissertacdo, a saber, “Introducdo” e “Referencial Teodrico”
seguem as normas ABNT, inclusive as referéncias. O artigo cientifico intitulado “Diferentes
fases fenoldgicas e tecidos vegetais de Commiphora leptophloeos influenciam na atividade
antibiofilme de Candida spp.” segue as normas da revista “BMC Pharmacology and

Toxicology”, com excecdo da lingua. As regras da revista encontram-se em anexo.



1. Introducéo Geral

As propriedades fitoterapicas das plantas medicinais sdo originadas de
metabdlitos secundarios, os quais sdo compostos organicos gerados do metabolismo
primario e que apresentam bioatividade (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Esses
metabolitos sdo uma alternativa promissora de moléculas bioativas para a produgdo de
novos farmacos, ou para aumentar a eficiéncia de uma droga ja existente. O Fluconazol,
por exemplo, é um dos antifingicos mais utilizados para o tratamento de candidiase, no
entanto, as leveduras do género Candida tém mostrado resisténcia ao medicamento,
especialmente quando formam biofilmes (PEREIRA et al., 2020). Contudo, 0 uso de
metabdlitos secundarios com capacidade antibiofilme pode aumentar a eficiéncia do
fluconazol, diminuindo a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do medicamento,
aumentando sua eficacia (ENDO et al., 2010).

Nos ultimos anos, poucos antimicrobianos tém sido desenvolvidos, enquanto que
0S microrganismos tornam-se cada vez mais resistentes as drogas ja conhecidas e
utilizadas (BHATTACHARJEE; ALENEZI, 2020). Estudos apontam que os produtos
naturais sdo a principal fonte de novas moléculas com capacidade antiflngica, além
disso, esses produtos sdo mais eficientes quando usados em conjunto com uma droga ja
existente (MISHRA et al., 2020). Por exemplo, o extrato de Artemisia annua diminuiu a
CIM do Fluconazol em 32 vezes quando testados contra Candida albicans MTCC 277 e
ATCC 90028 (ROLTA et al., 2021) e o extrato de Commiphora molmol apresenta efeito
sinérgico também com o Fluconazol contra C. albicans (clinica) diminuindo a CIM da
droga em mais de 50% (ARORA et al., 2021).

A producdo dos metabolitos secundarios pode ser influenciada por fatores
bidticos e abioticos, como a sazonalidade, idade da planta, indice pluviométrico,
temperatura, herbivoria e fase fenolégica do vegetal (GOBBO-NETO; LOPES, 2007),
tendo potencial para interferir na atividade bioldgica gerada por esses metabolitos. A
fase fenologica, estagio de desenvolvimento da planta, pode determinar a producdo de
diferentes compostos bioativos e em diferentes concentragcdes pelo vegetal (CHEN et
al., 2012; CIRAK et al., 2007). Entretanto, a potencialidade de muitas espécies vegetais
com capacidade antibiofilme ainda precisa ser estudada (TRENTIN et al., 2013), além
de entender qual a melhor época de coleta da planta em que essa capacidade é mais
evidenciada.

Diversas espécies do género Commiphora (Burseraceae) tém se destacado por

apresentarem atividades bioldgicas, como Commiphora molmol, cuja resina apresenta
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atividade contra Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442); Staphylococcus aureus
(ATCC 25923); Escherichia coli (ATCC 1128) e Candida albicans (ATCC 10231)
(DOLARA et al., 2000). Commiphora berryi e C. caudata mostraram boa atividade
contra P. aeruginosa (MTCC 2453) e E. coli (MTCC 739) (KUMARI et al., 2011).
Nesse contexto, C. leptophloeos (Mart.) J.B.Gillet apresenta potencial atividade
antifingica. Entretanto, ndo ha registros de estudos que tenham avaliado a influéncia
das fases fenologicas de C. leptophloeos no seu potencial antifangico.

Commiphora leptophloeoes, conhecida como Imburana-de-cambéo, é de ampla
ocorréncia no semiarido brasileiro (PEREIRA et al., 2017). E uma planta decidua cujas
folhas e cascas sdo usadas popularmente para o tratamento de gastrite, diarreia, gripe,
asma, bronquite, como cicatrizante, anti-inflamatério e anticancerigeno, problemas
renais e colica (DE ALBUQUERQUE et al., 2007; FREITAS; COELHO, 2014; NETO
et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014; SANTOS; PEREIRA, 2020). Além dos usos
medicinais da planta pela populacdo, C. leptophloeos apresenta atividade
antimicrobiana comprovada contra isolados clinicos de Staphylococcus spp. (DA
SILVA et al., 2019). Os extratos das folhas também apresentam atividade anti-
inflamatéria (DANTAS-MEDEIROS et al., 2021a), e o extrato etandlico da casca
demonstrou atividade moderada contra Candida krusei (ATCC 6258), C. parapsilosis
(ATCC 22019) e C. glabrata (ATCC 90030) na sua forma planctonica (PESSOA et al.,
2021).

Andlises fitoquimicas de C. leptophloeos tém mostrado a presenca de
flavonoides, compostos fendlicos e agucares redutores nas cascas (PEREIRA et al.,
2017). As folhas também apresentam terpenos, compostos fenolicos, flavonoides
saponinas e taninos (CORDEIRO et al., 2021). Este tltimo tem capacidade antibiofilme
de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) (TRENTIN et al., 2013). Estudos
anteriores também identificaram a presenca da vitexina, quercetina glicosideo,
isoorientina, orientina e luteolina (PESSOA et al., 2021), que tém sido reportadas com
capacidade como anti-inflamatéria, para o tratamento de doencas cardiovasculares,
doencgas neurodegenerarivas e cancer (CORDEIRO et al., 2021).

Embora a presenca e quantidade desses metabdlitos sejam os responsaveis pelas
atividades bioldgicas das plantas, o conhecimento sobre os fatores que influenciam a
producdo desses metabdlitos ainda é escasso (CHEN et al., 2012). Assim, 0 objetivo
desse trabalho foi testar a hipotese que a composi¢édo fitoquimica das folhas e cascas de

Commiphora leptophloeos é variavel a depender da época de coleta das amostras na
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planta, alem disso, essa mudanca é suficiente para intervir na atividade antibiofilme de
Candida spp. Também foi analisado se os extratos da planta potencializam o feito do

fluconazol sobre os biofilmes de Candida spp.

2. Referencial Tebrico

2.1. Candida spp.: caracteristicas gerais

O género Candida compreende cerca de 200 espécies de leveduras unicelulares,
aerdbicas, com temperatura 6tima entre 25-30°C e pH entre 4-6. A grande diversidade
de espécies permite o0 seu uso em processos biotecnoldgicos, como o uso de C. utilis no
preparo de extratos de leveduras e proteinas hidrolisadas (KIELISZEK et al., 2017),
além de ser empregada na producdo de biosurfactantes, pois produz metabdlitos
secundarios capazes de reduzir a tensdo superficial e agir como emulsifcante podendo
ser aplicada em industrias ambientais e alimentares (RIBEIRO et al., 2019).

Candida spp. tem ainda a capacidade de sintetizar compostos de interesse
biotecnolégico como alcoois, &cidos organicos, ésteres, aldeidos, xilitol e glicerol.
Candida krusei também pode ser usada como indicagdo de poluicdo de esgoto
(GARCIA et al., 2018). Algumas espécies de Candida sdo dimoérficas, ou seja, podem
sofrer alteragbes morfologicas, podendo ser encontradas em forma de levedura ou
filamentosa com hifas verdadeiras ou pseudohifas (CIUREA et al., 2020). As hifas,
chamadas de verdadeiras, sdo proje¢des do tubo germinativo que se ramifica com septos
definidos. Ja as pseudohifas sdo brotamentos que permanecem ligados a célula-méae que
ao se alongar d& origem a filamentos com constri¢es nas jungdes célula-célula, porém
ndo ha a formacao de septos (SILVA et al., 2012).

Essas mudancas morfoldgicas sdo um importante fator de viruléncia, pois pode
facilitar a invas@o ao hospedeiro e dificultar a agdo do sistema imune, j& que as hifas sdo
maiores que as leveduras (CIUREA et al., 2020). Apesar de cerca 80% das infeccOes
por esse género serem causadas por C. albicans, a quantidade de infec¢des causadas por
espécies ndo-albicans estd aumentando, evidenciando a importancia de se estudar
também sobre essas leveduras. Entre essas espécies destaca-se C. glabrata, C. tropicalis
e C. krusei, que possuem caracteristicas distintas (CIUREA et al., 2020).

Candida albicans € um patdgeno oportunista, fazendo parte da microbiota
humana, geralmente presente no trato gastrointestinal e genitourinario. C. albicans €

polimorfica, podendo ser encontrada na forma de levedura, com hifas verdadeiras,
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pseudohifas e clamidosporos (KABIR; HUSSAIN; AHMAD, 2012). A formacdo de
hifas por C. albicans tem ainda a capacidade de matar macréfagos do hospedeiro
através do alongamento das hifas e perfuragdo do macréfago (MCKENZIE et al., 2010).

Candida tropicalis é capaz de formar hifas ou pseudohifas (ZUZA-ALVES;
SILVA-ROCHA; CHAVES, 2017). A candidiase oral causada por C. tropicalis é mais
comumente encontrada em pacientes com transplante de medula 6ssea ou que fazem
tratamento para leucemia, ou seja, pacientes com imunidade baixa, mostrando que o0s
macrofagos sdo uma primeira linha de defesa eficiente. No entanto, as infecc¢Ges por C.
tropicalis tém maiores taxas de morbidade e mortalidade que C. albicans
(KOTHAVADE et al., 2010).

Candida parapsilosis ndo forma hifas verdadeiras, mas consegue mudar de sua
forma leveduriforme para uma forma com pseudohifas, e essa mudanga também é
considerada um fator de viruléncia (TOTH et al., 2018). As infeccdes causadas por esse
patdgeno estdo frequentemente associadas a outros microrganismos formando o
conhecido complexo Candida parapsilosis. Esse complexo é constituido por C.
parapsilosis (sensu stricto), C. orthopsilosis e C. metapsilosis (SOUZA et al., 2018).
Essas espécies apresentam fatores de viruléncia distintos como secrecdo de enzimas
hidroliticas, adesdo nas células epiteliais do hospedeiro, formacdo de biofilme e
atividade hemolitica (ATAIDES et al., 2020).

Candida glabrata é a espécie mais geneticamente distante de C. albicans, sendo
haploide e crescendo apenas na forma de levedura (BRUNKE; HUBE, 2013). Como
ndo tem a habilidade de formar hifas, C. glabrata pode aproveitar de uma falha na
defesa do hospedeiro ou aproveitar a formacédo das hifas de C. albicans para invadir as
células do hospedeiro causando candidiase orofaringea, por exemplo (CIUREA et al.,
2020). Uma vez dentro da célula, C. glabrata é reconhecida pelos macréfagos como um
microrganismo invasor. Porém, quando fagocitada, essa levedura modifica a maturagédo
do fagossomo, permitindo sua sobrevivéncia e replicacdo até que o fagdcito se rompe
(BRUNKE; HUBE, 2013).

Candida krusei, assim como outras espécies do género, é polimorfica
produzindo hifas a temperatura de 37°C e blastoconideos e pseudohifas em
temperaturas mais baixas. Essa espécie consegue se aderir as células epiteliais e
endoteliais, mas ndo tdo eficientemente quando C. albicans. Também é capaz de formar
biofilmes e de liberar enzimas hidroliticas que degradam macromoléculas do hospedeiro
(GOMEZ-GAVIRIA; MORA-MONTES, 2020).
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Percebe-se que o género Candida é bastante diverso, e com o aumento das
infeccbes por espécies ndo-albicans cresce a necessidade de entender a biologia de
outras especies, a fim de investigar fontes de biomoléculas que possuam atuar como
antifingicos para essas espécies.

2.2. Biofilmes de Candida spp. e resisténcia a antifungicos

Infeccbes por Candida albicans tem ganhado cada vez mais destaque, além de
outras espécies como C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis,
especialmente por estarem se tornando resistente as drogas antifungicas utilizadas
(BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020).

A resisténcia clinica ocorre quando o paciente ndo responde ao antifngico
administrado em dose padrdo (COWEN et al., 2015). Essa resisténcia pode ser
intrinseca ao microrganismo, ocorrendo antes mesmo de haver o contato com o
antifingico ou pode ser adquirida, ocorrendo ap6s o contato com o antifingico
(SANTOS et al., 2018).

O mecanismo de resisténcia aos antifungicos vai depender do modo de a¢édo da
droga, ocorrendo principalmente através da diminuicdo do acimulo intracelular da
droga, reducdo do efeito da droga ou diminuicdo da afinidade do alvo com a droga
(PEREIRA et al., 2020). As principais classes de antifungicos contra Candida sdo os
polienos, azois, equinocandinas e 5-flucitosina (BHATTACHARYA; SAE-TIA;
FRIES, 2020).

Os azois sdo um grupo de compostos heterociclicos de cinco membros com
capacidade antifungica, dentre os quais o fluconazol é o mais comumente usado para
fins terapéuticos (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020). Os azois tétm como
mecanismo de acdo a rota da biossintese do ergosterol, componente essencial da
membrana celular fungica (COWEN et al., 2015). A resisténcia de Candida as drogas
dessa classe é promovida pela superexpressao de bombas de efluxo na membrana, que
que evitam o acumulo de grandes quantidades de droga que poderiam matar a célula
(PEREIRA et al., 2020).

Entre as leveduras do género, Candida auris, uma levedura multirresistente, tem
sido reportada em diversos paises causando infeccbes em  pacientes
imunocomprometidos em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (BHATTACHARYA,;
SAE-TIA; FRIES, 2020). Recentemente, C. auris foi isolada de pacientes com COVID-
19 internados em UTIs de Salvador/BA (DE ALMEIDA et al., 2021).
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As cepas de C. auris isoladas no Brasil, ndo foram resistentes ao fluconazol, ao
contrario das isoladas em outros paises, possivelmente porque essas cepas nao tinham
sido estressadas o suficiente para desenvolver a resisténcia (DE ALMEIDA et al.,
2021). A presenca de C. auris em pessoas com COVID-19 j& tinha sido reportada em
outros paises, especialmente em pacientes que utilizavam de respiracdo mecanica ou
cateteres urinarios (PRESTEL et al., 2021; VILLANUEVA-LOZANO et al., 2021).

Infeccbes de Candida por meio de dispositivos médicos sdo comuns ocorrendo
através da formacao de biofilmes nesses equipamentos. Um biofilme é uma comunidade
de microrganismos revestidos por uma matriz extracelular e aderidos a uma superficie,
podendo ser composto de uma ou mdltiplas espécies, que contribuem para as diferentes
caracteristicas do biofilme (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018).

O processo de formagéo dessas comunidades envolve quatro etapas (Figura 1),
que vao desde a fixacdo das células na superficie até a dispersdo desse biofilme (DE
BARROS et al., 2020). A formacdo do biofilme comeca com a adesdo das células
plancténicas, por meio das proteinas adesinas, a uma superficie formando uma camada
de microrganismos que vai ser responsavel por sustentar a estrutura do biofilme
(CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; WALL et al., 2019).

Early
Phase

Candida albicans Candida glabrata Candida tropicalis Candida parapsilosis

Intermediate

YeamColl Candida albicans Candida glabrata Candida tropicalis ~ Candida parapsilosis Phase

Hyphae

Pseudohyphae

BuddingDaughter Cell

ECM

Carbohydrates Maturation

Proteins and
Dispersion

Candida albicans Candida glabrata Candida tropicalis  Candida parapsilosis

Figura 1. Etapas de formacao do biofilme de Candida spp. Fonte: CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018.

Em seguida o biofilme continua a se desenvolver em uma fase chamada de
proliferacdo, que é caracterizada pela formacéo de uma rede de hifas ou pseudohifas que
garante a solidez do biofilme (DE BARROS et al., 2020). Essas hifas sdo essenciais
para a estrutura e estabilidade do biofilme, servindo de suporte para outras hifas e
células de leveduras (NOBILE; JOHNSON, 2015).
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Estudos tém demonstrado que existe uma relagdo entre a morfologia de Candida
e a patogenicidade de seu biofilme, como C. albicans, que é mais patogénica na forma
hifal quando comparado com a forma de levedura (ZHANG et al., 2016).

Essa espécie apresenta maior capacidade de filamentacdo em resposta a diversos
fatores do hospedeiro como pH alcalino ou neutro, privacdo de nitrogénio e hormonios
como progesterona e estradiol. J& as espécies ndo-albicans de Candida, tém menor
capacidade de filamentacdo, e respondem a condi¢cdes bem limitadas (KADOSH,;
MUNDODI, 2020). Durante a fase de maturagdo, ocorre a producdo da matriz
polimérica extracelular (EPS) que serve como uma liga que une todo o biofilme
garantindo uma estrutura tridimensional (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018). Essa
matriz é composta de carboidratos, proteinas, lipidios e DNA e é apontada como um dos
principais fatores de viruléncia dos biofilmes, pois impede que os antifungicos penetrem
na sua estrutura (DE BARROS et al., 2020; WALL et al., 2019).

Dentro da matriz, as células se comunicam através de um sistema chamado de
Quorum-sensing (QS), através da producdo e liberacdo de moléculas sinalizadoras
secretadas pelos microrganismos (PADDER; PRASAD; SHAH, 2018; SHANKAR
RAUT; MOHAN KARUPPAYIL, 2016).

Essas moléculas de quorum-sensing (MQS) sdo responsaveis por alteracdes
fisiolégicas na célula microbiana ou no biofilme como um todo (PADDER; PRASAD;
SHAH, 2018). A molécula mais estudada é o farmesol, secretada por C. albicans
podendo atuar como um interruptor da mudanca morfologica de levedura para o
crescimento de hifas, mas ndo consegue impedir o alongamento de hifas ja existentes
(HIROTA et al., 2017) e ajudando na dispersao do biofilme (PEREIRA et al., 2020).

A dispersdo € a ultima fase do ciclo, em que ocorre a liberacao de células que
vao se aderir a outras superficies, formando novos biofilmes (WALL et al., 2019). Esse
processo pode ocorrer por meio dos préprios microrganismos tornando esse
procedimento ativo ou de forma passiva, ocorrendo por meio de fatores externos
(SONG et al., 2017).

2.3. Produtos Naturais de origem vegetal com agdo antifingica e antibiofilme

O amplo uso de drogas antifungicas pode levar o microrganismo a adquirir uma
resisténcia a esse medicamento, dificultando ou até impossibilitando um tratamento
(ZIDA et al., 2017). Assim, surge a necessidade de encontrar novos compostos com

capacidade antifingica, e as plantas medicinais apresentam uma alternativa, ja que
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muitas espécies possuem histérico de atividades antimicrobianas e sdo usadas em
tratamentos de doencas (RAUT; KARUPPAYIL, 2016).

A acdo antifungica e antibiofilme dos produtos naturais tém diversos
mecanismos de acdo baseando-se principalmente na supressdo da adesdo do biofilme,
inibicdo da formacdo da matriz exopolimérica e da sinalizacdo da comunicacdo entre as
células, o Quorum sensing (LU et al., 2019). Alguns desses produtos como 0s terpenos,
timol, carvacrol e geraniol podem impedir a transicdo morfolégica de Candida, de
levedura para forma hifal. Essa transicdo é considerada um fator de viruléncia e faz
parte da formacdo de biofilme, assim ao impedir essa transformacdo podem inibir o
crescimento do biofilme (SOLIMAN; ALNAJDY; EL-KEBLAWY, 2017).

O extrato hidroalcdolico da casca do Angico, Anadenanthera colubrina, também
foi capaz de impedir o crescimento do biofilme de C. albicans a uma concentracéo de
31pg/ml, provavelmente devido a inibicdo da conversdo de levedura para hifa, além
disso o extrato apresentou uma grande variedade de compostos fendlicos que podem ter
sido responsaveis por desestruturar a parede celular da levedura (LIMA et al., 2014).

Outro mecanismo de acdo para os antifingicos naturais € a inibicdo da aderéncia
de Candida nos tecidos do hospedeiro. A adesdo é o primeiro estagio na formacdo do
biofilme, pois é quando se forma uma camada basal de células que vai sustentar a
estrutura do biofilme (PEREIRA et al., 2020). O extrato hidroalcoolico de Croton
urucuran, conhecida como Sangra d’agua, encontrada no Brasil conseguiu reduzir um
biofilme de Candida albicans em 35%, a uma concentragdo de 7pg/ml (RAUT;
KARUPPAYIL, 2016). Essa espécie tem forte capacidade antiaderente de C. albicans
devido a apigenina, capaz de reduzir a formagdo do glucano e regular a expressao do
gene responsavel pela aderéncia da levedura (SOLIMAN; ALNAJDY; EL-KEBLAWY,
2017).

Outras espécies também apresentaram eficiéncia contra Candida como a
Stryphnodendron adstringens que € conhecida como barbatimdo, e o extrato da casca
foi capaz de além de inibir a formacdo do biofilme e conseguiu inibir as células
dispersas de biofilmes maduro prevenindo a disseminagdo de biofilmes (LUIZ et al.,
2015). O alho, Allium sativum, também é um inibidor de Candida, pois um de seus
componentes, a alicina, é capaz de interferir na integridade celular da levedura
(SOLIMAN; ALNAJDY; EL-KEBLAWY, 2017).
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2.4. Commiphora leptophloeos

O género Commiphora compreende cerca de 150 espécies distribuidas em regides
tropicais e subtropicais, e é caracterizado por arvores de porte pequeno ou arbustos, e
pela producdo de uma resina castanho-avermelhada, sendo utilizadas na medicina
popular para tratamento de fraturas, dores, artrites, infeccGes parasitarias e doencas
gastrointestinais (SHEN et al., 2012).

No Brasil, a representante desse género é a Commiphora leptophloeos (Figura 2),
conhecida como Imburana ou Imburana-de-cambdo, uma espécie dioica, decidua e com
dispersdo zoocorica feita pelo passaro Penelope jacucaca (SILVA et al., 2020). A
fenologia dessa espécie esta relacionada com a precipitacédo e ao fotoperiodo (DE LIMA
etal., 2012). O brotamento das folhas de C. leptophloeos comeca no fim da estacdo seca
e a perda das folhas do meio para o fim da estacdo chuvosa (DE LIMA et al., 2012). A
floracdo ocorre entre a estacdo seca e a estagdo chuvosa, no periodo de novembro a
janeiro, (LEITE; MACHADO, 2010) e a frutificacdo ja na estacdo chuvosa, entre margo
e junho (SILVA et al., 2020).

Figura 2. Commiphora leptophloeos (Imburana-de-camb&o) na Fazenda Buenos Aires, Serra Talhada / PE.
Dezembro/2020.

E utilizada na medicina popular, principalmente no Nordeste do Brasil, para o

tratamento de problemas renais, gripe, tosse, bronquite, inflamacdes em geral, dor de

barriga, diarreia, célicas, cicatrizacdo, coriza, asma e dor de garganta, sendo utilizada as
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folhas, flores, latex e casca do caule, geralmente na forma de lambedor (AGRA et al.,
2007; DE ALBUQUERQUE et al., 2007; NETO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014).

Além do seu uso popular, C. leptophloeos possui atividade antimicrobiana,
antiinflamatéria e antioxidante. O extrato aquoso da casca apresentou atividade
antibacteriana e antibiofilme de Pseudomonas aeruginosa (TRENTIN et al., 2014). O
extrato metandlico da casca apresentou atividade antibacteriana contra as bactérias
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis e Micrococcus luteus, o extrato de cloroformio
teve atividade contra Mycobacterium smegatis, e atividade bacteriostatica contra
Staphylococcus aureus. Além disso, 0 extrato metandlico e de ciclohexano
apresentaram resultados a uma concentracdo minima de 6,25 mg/ml, contra Candida
albicans em sua forma plancténica (PEREIRA et al., 2017).

Essa espécie tem ainda grande potencial contra a bactéria Staphylococcus spp.
(DA SILVA et al., 2019). De 60 isolados clinicos de casos de mastite em animais, o
extrato etanolico da folha foi capaz de interferir na formacdo de biofilmes de 43
isolados, e o extrato da casca de 47 dos isolados testados, apesar de ndo terem exercido
efeito no biofilme ja formado (DA SILVA et al., 2019) demonstrando a capacidade
antimicrobiana da planta.

As folhas de C. leptophloeos contém flavonoides como a rutina e quercetina,
que sdo moléculas antioxidantes, antiinflamatérias e apresentam atividade imuno
protetoras, justificando seu uso para tratamento da asma, por exemplo (CORDEIRO et
al., 2021).

E evidente que, as infeccBes por Candida spp. tém aumentado nos Gltimos anos
agravando-se pelo fato dessas leveduras terem diversos mecanismos de resisténcias aos
antifangicos utilizados, sendo a formacdo de biofilme um desses mecanismos. Os
produtos naturais tem mostrado um efeito antibiofilme promissor, além da capacidade
de potencializar o uso de antifungicos. Nesse cenario, Commiphorra leptophloeos
apresenta grande potencial de atividade antifingica contra Candida spp., fazendo-se
necessario entender a influéncia da fisiologia da planta nessa atividade biologica, para

que possa ser utilizada no seu maximo potencial.
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Diferentes fases fenoldgicas e tecidos vegetais de Commiphora leptophloeos influenciam
na atividade antibiofilme de Candida spp.
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Resumo
Introducéo: A composicdo de metabdlitos das plantas é afetada por fatores ambientais
e bioldgicos, especialmente em ambientes semiaridos. Assim, a fase fenoldgica pode ser
um indicador da sua composicdo fitoquimica, embora estudos com essa abordagem
sejam escassos. O objetivo deste trabalho foi investigar se mudancas na fase fenoldgica
de Commiphora leptophloeos influenciam em seu potencial antibiofilme de Candida
spp. Métodos: Extratos etandlico e hexanico de folhas e cascas da planta, em duas fases
fenoldgicas distintas, i.e. com folhas e flores (coleta 1) e com frutos (coleta 2), foram
testados frente a trés cepas: Candida albicans URM 4387, C. krusei URM 6352 e C.
tropicalis URM 4262. O efeito dos extratos foi avaliado em células plactdnicas para
determinacéo da Concentragdo Inibitoria Minima e da Concentragdo Fungicida Minima
por meio da microdiluicdo, e na formacao de biofilmes e em biofilmes pré-formados por
meio da técnica colorimétrica com cristal violeta e da viabilidade celular com azul de
metileno. Resultados: Todos os extratos apresentaram efeito inibitério entre as
concentrages de 2mg/ml e 1mg/ml, assim como efeito fungicida em concentragdes
igual ou superior a 2mg/ml. Todos os extratos foram capazes de diminuir células viaveis
nos biofilmes em mais de 50%. N&o houve sinergismo entre os extratos e o Fluconazol.
Os extratos da segunda coleta (época de frutificacdo) apresentaram melhores resultados
na atividade na formacéo de biofilme de Candida spp. Os extratos da primeira coleta
das folhas mostraram maior capacidade inibitoria frente aos biofilmes pré-formados, e
entre os extratos da casca, a segunda coleta foi mais eficiente. A cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) mostrou que havia maior quantidade de acido galico nas
cascas de C. leptophloeos que folhas, ndo havendo diferenca entre as coletas para essa
parte do vegetal. Ja para as folhas, a quantidade de acido galico encontrada na segunda
coleta foi maior que a quantificada na primeira coleta. Conclusdo: Percebe-se a
capacidade promissora dos extratos de C. leptophloeos frente aos biofilmes de Candida

spp. Os resultados implicam que as fases fenoldgicas ndo sdo o Unico fator a exercer
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influéncia sobre o efeito antibiofilme, deve-se também levar em consideragdo a parte da

planta utilizada.

Palavras-chave: Antifungico, Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis,

Fenologia.

Introducéo

As leveduras do género Candida sdo responsaveis por diversas infeccGes
anualmente (KUMAR et al., 2020). Além disso, essas leveduras tém se tornado cada
vez mais resistentes aos antifungicos conhecidos, principalmente os azois, que €
considerada a maior classe de antifungicos contra Candida (PEREIRA et al., 2020).
Alternativamente, os metabolitos secundarios (MS) de plantas tém se mostrado como
uma fonte promissora de moléculas com propriedades antifingicas (KUMAR et al.,
2020), as quais geralmente apresentam baixo peso molecular e possuem atividades
bioldgicas (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Apesar disso, sabe-se que a fase fenoldgica
da planta pode interferir na composicdo quimica desses MS (CHEN et al., 2012;
CIRAK et al., 2007; INACIO et al., 2016), entretanto, esse € um tema ainda pouco
explorado.

A atividade bioldgica € influenciada por fatores como a idade da planta,
temperatura, sazonalidade e fases fenoldgicas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). A
época de coleta da planta é vista como o fator de maior influéncia, uma vez que a
guantidade e natureza dos compostos ativos ndo sdo constantes durante todo o ano
(CHEN et al., 2012; GOBBO-NETO; LOPES, 2007). As varia¢cdes na composicdo dos
MS dependem de cada espécie e de cada parte da planta, ja que o acumulo desses MS
vai mostrar a especificidade de cada parte ou tecido do vegetal (LI et al., 2020).

Entre as atividades biologicas provenientes desses MS esta a acdo antiflngica,
que pode ser exercida pelo extrato vegetal como um todo, por compostos isolados da
planta ou em conjunto com drogas ja conhecidas e utilizadas, como o Fluconazol
(GIORDANI et al., 2020). Um exemplo dessa capacidade sinérgica com essas drogas é
0 extrato etandlico da resina da casca de Commiphora molmol que mostrou atividade
sinérgica com o oflaxacino e com o fluconazol, evidenciando o potencial dessa planta
(ARORA et al., 2021).

Commiphora leptophloeos € uma planta medicinal conhecida como Imburana-

de-Cambé&o, amplamente distribuida no semiarido brasileiro (SILVA et al., 2017). Os
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extratos da casca de C. leptophloeos apresentaram atividade antibiofilme de Candida
spp. (DANTAS-MEDEIROS et al., 2021a) e os extratos das folhas mostraram atividade
antifigica moderada contra Candida krusei, C. parapsilosis e C. glabrata em suas
formas plancténicas (PESSOA et al., 2021). Dessa forma, esta espécie parece bastante
promissora para avaliar a influéncia das suas fases fenoldgicas no potencial antiflngico.

Os principais compostos identificados nas folhas de Commiphora leptophloeos
sd0 a orientina, iso-orientina, vitexina, isovitexina, isoquercetrina e quercetrina
(DANTAS-MEDEIROS et al., 2021b). As cascas também tém na sua composi¢do o
acido galico (PEREIRA et al., 2017), que possui propriedades anti-inflamatdrias,
antioxidantes, antifungicas e antimicrobiana (LIBERATO et al., 2022), além de acidos
fenolicos e taninos, este ultimo tem a capacidade de reduzir biofilmes de Pseudomonas
aeruginosa (TRENTIN et al., 2013).

Nesse contexto, esse trabalho testou a hipdtese que ha alteragdo na composi¢do
fitogquimica das folhas e cascas de Commiphora leptophloeos em decorréncia da época
da coleta, e que, consequentemente, essa variacdo na composicao influencia na sua acéo
antifungica. Também foi avaliado o efeito dos extratos isolados e em associagdo com a
droga Fluconazol contra biofilmes de Candida spp.

Materiais e Metodos
Area de estudo e coleta do material botanico

As folhas e cascas de cinco individuos de Commiphora leptophloeos foram
coletadas na Fazenda Buenos Aires (07° 57 45,6°S; 38° 23’ 02,3 W), uma area
privada, com vegetacdo nativa bem preservada, localizada no municipio de Serra
Talhada, Pernambuco, Brasil. A regido é caracterizada por clima semiarido quente, tipo
Bwh pela classificacdo de Koppen (MEDEIROS et al., 2020), com uma precipitagdo
média anual de 574 mm (SOUZA et al., 2016).

Commiphora leptophloeos é uma espécie decidua, com fenologia influenciada
diretamente pelo fotoperiodo, e secundariamente pela precipitacdo, tendo em vista que
armazena grandes reservas de agua (DE LIMA et al., 2012). Essa espécie inicia a perda
de suas folhas ainda na estagdo chuvosa (do meio para o fim da estagdo) e inicia o
brotamento de novas folhas no fim da estacéo seca (DE LIMA et al., 2012). No periodo
de novembro a janeiro (Tabela 1), na transicao entre as estacfes seca e chuvosa, ocorre
0 brotamento e inicio da floracdo (LEITE; MACHADO, 2010), e entre marco e junho,
estacdo chuvosa, ocorre a frutificacdo (SILVA et al., 2020).
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Tabela 1. Diferencas das condi¢des climaticas entre as coletas de Commiphora
leptophloeos em Serra Talhada/PE. A primeira coleta foi realizada no fim da
estacdo seca (dez/2020) e a segunda coleta realizada na estacdo chuvosa
(mar/2021).

Coleta Primeira (1) Segunda (2)
Data 10/12/2020 04/03/2021
Hora 08:00 —11:00 08:00 —11:00
Temp. média 28°C 27°C
Umidade media 50% 60%
indice pluviométrico (do 0.0 0.0
dia)
indice pluviométrico total 1.7 186.8
(do més)

Para avaliar se ha influéncia da fase fenoldgica no efeito antibiofilme dos extratos,
foram realizadas duas coletas. A primeira realizada no més de dezembro de 2020, no
fim da estacdo seca, quando a planta inicia a producéo de folhas e flores, e a segunda
em marco de 2021, na estacdo chuvosa, quando ha formacdo de frutos, ambas no
periodo matutino (Figura 3).

Figura 3. Commiphora leptophloeos coletada em Serra Talhada/PE. (A) Coleta 1:

dez/2020 — planta em fenofase vegetativa; (B) Coleta 2: mar/2021 — planta com frutos.

O material botanico de cinco individuos foi coletado nas mesmas condi¢des
ambientais, dentro de uma area de aproximadamente 0,1 ha. As cascas (~1kg de
material fresco) foram coletadas retirando-as da segunda ou terceira ramificagdo, nunca
ultrapassando 1/3 da circunferéncia total da ramificagdo. Foram coletadas folhas recém-
expandidas e saudaveis (~800g de material fresco), observando se havia auséncia de
fungos ou marcas de ataques de herbivoros (FILIZOLA; SAMPAIO, 2015).
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As folhas e cascas foram transportadas ao laboratério protegidos da luz e
imediatamente colocadas em estufa de circulacdo de ar a 40°C por cinco dias para
secagem completa (DA SILVA et al., 2019).

Obtencéao dos extratos vegetais

A extracdo foi realizada atravées da maceracdo das folhas e cascas
separadamente, utilizando etanol 99,5% (P.A.) por 72 horas, seguida de filtracdo em
papel Whatman (DA SILVA et al., 2019); o solvente foi evaporado utilizando um
evaporador rotativo IKA RV 05 Basic, nunca ultrapassando 45°C. O mesmo processo
foi repetido, substituindo o etanol por hexano (DA SILVA et al., 2019). A proporc¢éo
utilizada na extracdo foi de 1g de material para 5 ml de solvente. Foram obtidos seis
extratos sendo, dois extratos etandlicos das folhas das duas coletas (EEF1, EEF2); dois
extratos hexanicos das folhas das duas coletas (EHF1, EHF2) e dois extratos etanolicos
das cascas das duas coletas (EEC1, EEC?2). Os extratos hexanicos das cascas ndo foram
utilizados, uma vez que a quantidade obtida foi muito baixa, ndo sendo suficiente para

fazer as analises.

Determinacéo de acido galico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC):

Os extratos etanolicos foram analisados quanto a presenca do acido gélico, que é
um composto fendlico com atividade antifingica e antibiofilme de Candida spp.
(GIORDANI et al.,, 2020). A anélise foi feita usando o HPLC Thermo Scientific
Ultimate 3000, controlado pelo software Chromeleon Chromatography Management
System, com coluna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um). Foi usado o método isocrético,
com fase movel consistindo de &gua acidificada com &cido acético 2% (fase A), e
metanol puro (fase B), & uma taxa de fluxo de 0,8 mL / min, comprimento de onda (£)
de 270 nm, volume de injecdo de 20 pl, e tempo de retencdo de 10 min. O padrdo
utilizado na curva padrao foi acido galico nas concentracdes de 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 e
0.25mg/ml. Qutros compostos ndo foram testados devido a falta de padrdes, no
laboratério, para comparacdo. O acido galico foi identificado pela comparacdo de seu

tempo de retencdo com o padréo correspondente (PEREIRA et al., 2017).

Cepas e Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e
Concentracdo Minima Fungicida (CMF):
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As cepas de Candida albicans (URM 4387), C. tropicalis (URM 4262) e C.
krusei (URM 6352) foram obtidas por meio de colaboracdo com o Departamento de
Biologia da Universidade Federal do Cariri (UFCA), Brejo Santo, Ceard, cultivadas a
37 °C e mantidas em meio Agar Yeast Extract Peptone Dextrose (A-YEPD: HIMEDIA)
sob refrigeragéo.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) é a mais baixa concentracdo de um
agente antimicrobiano responsavel por inibir o crescimento de um microrganismo
(bactéria ou fungo), ou seja, que tem atividade bacteriostatica ou fungistatica
(ANDREWS, 2001). Ja a concentracdo minima fungicida (CMF) é aquela menor
concentracdo do agente terapéutico capaz de impedir 100% do crescimento microbiano
(BHATTI et al., 2014).

Para determinacédo da CIM, em placas de 96 pogos foram adicionados, em cada
poco, 100 ul de C-YPD, 50 pl de cada concentracdo do extrato (2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5
mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,125 mg/mL) e 50 pl da suspensdo de células de leveduras (10°
células/ml) (DANTAS-MEDEIROS et al., 2021a). As placas foram incubadas a 37 °C
por 24 horas sob agitacdo (60 rpm). A CIM foi considerada a concentragdo minima
necessaria para inibir a formacao do biofilme (auséncia de turvacdo no fundo do pogo)

qguando comparado com o controle negativo (sem adicdo de extrato).

A CMF foi determinada por meio da técnica da gota, na qual 10 pl do contetido
da CIM, bem como 10 pl dos conteudos das duas concentracdes dos extratos superior e
inferior ao valor da CIM, foram semeadas em placas de Petri contendo Agar YEPD,
segundo a metodologia de Jovito (2016). Essas placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas e apds este periodo foi observado o crescimento ou ndo de coldnias das leveduras.
A CMF foi determinada pela menor concentracdo na qual ndo se observou o

crescimento de coldnias de leveduras na superficie do Agar YEPD.

Para ambas as analises, o controle positivo foi composto pela adi¢do nos pogos
do C-YEPD mais a suspensdo de células da levedura; jA o controle negativo foi
composto pela adicdo do C-YEPD mais os extratos do vegetal. Todo experimento foi

realizado em triplicata.

Determinacdo da capacidade de formacéo de biofilmes
A capacidade de formacdo de biofilmes pelas cepas de Candida spp.

selecionadas foi avaliada conforme a biomassa total dos biofilmes seguindo
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metodologia descrita por Silva et al. (2009). As leveduras foram previamente cultivadas
em A-YEPD por 18 h a 37 °C. Apds este periodo, as células das leveduras foram
suspendidas em Agua Destilada Esterilizada (ADE) e a quantidade de células foi
ajustada para 10° cels/mL com o auxilio de uma escala de McFarland. Desta suspens&o
de células de leveduras, 50 pl foram transferidos para placas de 96 pocos de fundo chato
contendo Caldo Yeast Extract Peptone Dextrose (C-YPD) e incubadas sob agitacdo a 60
rom e 37 °C por 24 h. Apods este periodo, 0 sobrenadante dos pocgos foi pipetado e
descartado (SILVA et al., 2009).

Para avaliacdo da formacdo do biofilme, foi utilizado o método colorimétrico
com cristal violeta, ou seja, ap6s o crescimento dos biofilmes e retirada do
sobrenadante, foram adicionados em cada poco 100 pl de uma solucéo de cristal violeta
a 1% por 5 min. Apos este periodo, o cristal violeta foi removido com auxilio de uma
pipeta seguido da adicdo de 100ul de Etanol Absoluto (99,4 P.A.). Apos solubilizacédo e
homogeneizacao do cristal violeta, todo o volume de cada poco foi transferido para uma
nova placa de 96 pocos, e foi submetida a leitura de Densidade Optica (DO) (ELISA
MULTISCAN GO, Thermo Scientific), em comprimento de onda de 492 nm (TAFF et
al., 2013).

Foi considerada levedura formadora de biofilme aquelas com leitura de DO
maior que 0,1, enquanto para a intensidade de formacéo de biofilme as leveduras foram
classificadas como forte (>0,3), moderada (>0,2 e <0,3) e fraca (>0,1 e < 0,2), segundo
Pfaller et al. (2006). O controle negativo foi realizado utilizando-se apenas o C-YPD.

Todo o experimento foi realizado em triplicata.

Avaliacdo do efeito anti-biofilme dos extratos por meio da técnica de

microdiluicéao
Na formacéao dos biofilmes

Para avaliar o efeito dos extratos na formacédo dos biofilmes foram utilizados
100 pl de C-YEPD, 50 pl de cada concentracdo do extrato (2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5
mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,125 mg/mL) e 50 ul da suspensdo de células de leveduras (10°
células/ml) em placas de 96 pocos, que foram incubadas a 37 °C por 24 horas sob
agitacdo (60 rpm). As placas também continham po¢os sem 0s extratos, para controle de

crescimento. Para quantificagdo da biomassa total dos biofilmes, foi utilizado o método
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colorimétrico com cristal violeta e leitura em Leitor de placa de ELISA Multiscan GO
Thermo Scientific, com comprimento de onda de 492nm. Este método é baseado na
capacidade que o cristal violeta tem em se ligar as moléculas carregadas negativamente
presentes na parede celular de leveduras, bem como na matriz extracelular de
polissacarideos produzida nos biofilmes, havendo entdo uma correlacdo direta entre a
quantidade de biofilme (biomassa) formado e o valor da DO obtida (NEGRI et al.,
2010).

Em biofilmes pré-formados:

Para formacéo dos biofilmes, foram adicionados 100 pl de C-YEPD e 50 ul da
suspensdo de células de leveduras (10° células/ml) em placas de 96 pocos, e incubadas a
37 °C por 24 horas sob agitacdo (60 rpm). Apds este periodo, para verificar a influéncia
dos extratos em biofilmes ja& formados, foram adicionados a cada po¢o 50 pl de cada
concentracdo do extrato (2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,125 mg/mL),
deixando os extratos em contato com os biofilmes, sob agitacéo (60 rpm), por 24 horas.
Apos este periodo, todo o sobrenadante foi removido com uma pipeta e a biomassa dos
biofilmes foi quantificada pelo método colorimétrico com cristal violeta, como descrito

no item anterior.

Avaliacdo do efeito antibiofilme dos extratos por meio de coloracdo com
azul de metileno

Este método permite estimar a porcentagem de celulas vidveis presentes numa
amostra e € baseado no fato de que células vivas contém enzimas capazes de reduzir o
azul de metileno a compostos incolores. Quando células estdo imersas no azul de
metileno, que entra no interior da célula, as enzimas das células vivas descoloram a
matéria corante. Ja as células mortas, nas quais a enzima esta inativa, ndo reagem
permanecendo coradas de azul (KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA, 2014).

Assim, esta etapa foi realizada para avaliar, por meio de uma técnica independente
de cultivo, o efeito dos extratos na viabilidade celular das leveduras estudadas, tanto na
formacdo de biofilmes, como em biofilmes pré-formados, como ja descrito
anteriormente. Seguiu-se metodologia descrita por Ceccato-Antonini, Tosta e Silva
(2004) com modificagdes.

Apobs contato com as diferentes concentragcdes dos extratos, tanto na formacgéo de

biofilmes, quanto em biofilmes pré-formados, foi retirado o sobrenadante e adicionado a
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cada poco da placa multipogos 200 pl de tampdo PBS e, com o auxilio de uma pipeta, as
células foram gentilmente desprendidas do fundo do poco, transferidas para um tubo
Eppendorf e centrifugadas por 5 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e
novamente foram adicionados 200 pul de tampdo PBS. Este processo de lavagem foi
realizado por 3 vezes para que fosse removido o extrato ou qualquer outra sujeira,
evitando interferéncia na leitura dos resultados. Em cada amostra foi entdo adicionado
200 pl do corante azul de metileno (1%) e deixado em contato com as células das
leveduras por 10 min. Apos este periodo, utilizando uma cédmara de Neubauer e
microscopio 6tico de campo claro, foi entdo observado um total de 100 células por
amostra e calculada a estimativa de células viaveis (% da viabilidade = (nimero de

células ndo coradas/nimero de células totais) x 100).

Na morfologia das células de leveduras

Para avaliar se os extratos tinham efeito na estrutura das células e na formacao de
pseudohifas, foram preparadas laminas das leveduras expostas as concentracfes dos
extratos de 1mg/ml e 0,125mg/ml. Nesta etapa, foi observado sob microscopia se houve
alteracdo na morfologia celular das leveduras, se as mesmas emitem ou ndo tubo
germinativo, se havia ou ndo celulas de reproducdo assexuadas (brotos), ou ainda se as
leveduras formavam ou ndo pseudohifas, parametros relacionados a viruléncia e a
capacidade de formacao de biofilmes das mesmas (CIUREA et al., 2020; MCKENZIE
et al., 2010).

Analises Estatisticas

Os dados obtidos para cada concentracdo de amostra foram verificados quanto a
sua distribuicdo normal e, em seguida, analisadas por ANOVA de uma via e
posteriormente por meio do teste de Tukey, usando o software R. p < 0,05 foi

considerado significante.

Resultados

Neste estudo foi avaliado se a fase fenoldgica que se encontra o vegetal na época
de coleta influencia na capacidade antibiofilme de Candida spp. Percebeu-se que todos

os extratos das folhas e cascas mostraram efeito inibitério tanto na formacdo dos
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biofilmes quanto nos biofilmes pré-formados. Além disso, percebeu-se que, com relacéo
a formacdo de biofilmes, os extratos da segunda coleta apresentaram maior efeito
inibitério que os da primeira. Enquanto que frente aos biofilmes pré-formados, os
extratos das folhas da primeira coleta foram melhores que os da segunda, e o extrato da
casca da segunda coleta mostrou-se mais eficaz que o da primeira. Também foi
verificada a presenca do acido galico nas cascas e folhas de C. leptophloeos, sendo que
as cascas continham uma quantidade significativamente maior que nas folhas, embora
sem diferenca entre as coletas. Nas folhas, a diferenca na quantidade de &cido galico é
perceptivel, ja que na época de frutificagdo (segunda coleta) as folhas continham mais

acido galico que quando na época vegetativa (primeira coleta).

Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Minima
Fungicida (CMF)

A CIM dos extratos variou entre 1 mg/ml e 2 mg/ml (Tabela 1). Os menores
valores da CIM obtidos foram de 1,75 mg/ml dos extratos EHF1 e EEC1 frente a C.
albicans URM 4387, de 1 mg/ml do extrato EEF2, frente a C. tropicalis URM 4262 e
de 1,5 mg/ml de todos os extratos frente a C. cruzei URM 6352.

Todos os extratos (de ambas as coletas) apresentaram efeito fungicida sobre as

cepas estudadas, com concentracdo igual ou superior a 2 mg/ml (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) em mg/ml, de extratos etandlicos e hexanicos das folhas (EEF e EHF) e
etanodlicos das cascas (EEC) de Commiphora leptophloeos coletados em dez/2020
(Coleta 1) e mar/2021 (coleta 2) frente as cepas de Candida spp. Todos os testes foram

realizados em triplicatas.

Extrato Levedura
C. albicans C. krusei C. tropicalis
URM 4387 URM 6352 URM 4262
CIM CFM CIM CFM CIM CFM
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
EEF1 2 >2 15 2 1,5 2
EHF1 1,75 2 1,5 2 1,5 2

EEC1 1,75 2 1,5 2 1,5 2
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EEF2 2 >2 1,5 2 1 2
EHF2 2 >2 1,5 2 1,5 2
EEC2 >2 >2 1,5 2 1,5 2

Capacidade de Formacao de biofilmes

Todas as cepas foram previamente testadas quanto a sua capacidade de formacao
de biofilme, e classificadas como forte (DO > 0,3), moderada (DO > 0,2 < 0,3) ou fraca
(DO >0,1<0,2).

Nesse sentido, C. albicans URM 4387 (DO = 0,35) e C. krusei URM 6352 (DO
= 0,31) foram consideradas como fortes formadoras de biofilme, enquanto que C.
tropicalis URM 4262 (DO = 0,29) foi considerada como formadora de biofilme

moderada.

Efeito dos extratos na formacao dos biofilmes

Foi observado o efeito dos extratos etanolicos e hexanicos das folhas e cascas de
C. leptophloeos na formacao de biofilmes de Candida spp., por meio da quantificacdo
das biomassas dos biofilmes, as quais foram determinadas pela técnica colorimétrica
com cristal violeta e posterior leitura das respectivas Densidades Opticas (DOs).

Os valores das DOs indicam a quantidade de biomassa dos biofilmes fungicos
formados em cada po¢o da placa de microdiluicdo. Assim, considera-se que, quanto
menor a leitura da DO, menor a biomassa presente, consequentemente, melhor a acao
do extrato na inibigdo da formacdo do biofilme.

Percebe-se que o efeito do extrato EEF1 sobre a cepa de C. krusei foi
significativo (Figura 4a). Embora o valor da DO do extrato EEF1 tenha sido maior que
a do controle, nota-se que ha uma relacdo indireta entre as concentracfes do extrato e a
biomassa observada. No entanto, ndo € possivel constatar esse padrdo ao analisarmos o
efeito do extrato EEF1 sobre as cepas de C. albicans e C. tropicalis (Figura 4a). Para
essas leveduras, acontece o inverso: nas maiores concentragcdes dos extratos os valores
da DO sdo maiores quando comparados as menores concentragfes dos extratos. Desta
forma, uma das possiveis explicacBes para os resultados obtidos por meio desta técnica,
é que o efeito do extrato ndo foi inibitério, mas sim favoreceu o crescimento do

biofilme.
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O extrato EHF1 também se mostrou eficiente quando testado contra C. krusei
URM 6352 (Figura 4b). Desta vez, o valor da DO de todas as concentragdes testadas
foram menores que a do controle, mostrando o efeito inibitorio deste extrato. Assim,
destacamos que o extrato EHF1 foi o Unico que, quando comparado ao controle, inibiu
0 desenvolvimento de biofilmes por C. cruzei URM 6352.

Quando testado contra C. albicans URM 4387 e C. tropicalis URM 4262, o
extrato EHF1 apresentou uma leitura maior que a do controle, ao contrario do esperado,
ou seja, causando também um possivel favorecimento do crescimento do biofilme por
estas leveduras.

O extrato EEC1 apresentou maior valor de DO que todos os controles das
leveduras testadas (Figura 4c), além de ndo haver uma relacdo inversa entre a

concentracdo do extrato e a quantidade de biomassa dos biofilmes.

2 q *rx 27 b
18 (@) L 18 - (b)
w 1,6 e 1,6 -

g 1,4 E14 -
c

o 12 o 12 -
Ry g4
Qo8 Qo8
o 0,6 i o 0,6 -
' il all iL I L ' i il
= =
@ 0,2 - o 0,2 -
2% 1 e L L'iA ||

0,25 0,125 Controle 0,25 0,125 Controle

Concentrat;oes (mg/ml) Concentragoes (mg/ml)

A c

018 i | »4a (©)

w

16 =

E 14

& 12 - Legenda

o
§ o,; § I C. albicansURM 4387
o 0.6 -
308 - i ji I B C. kruseiURM6352
o2 -

0 - O EE- mEE

0.25 6135  Controle C. tropicalisURM 4262

Concentragoes (mg/ml)

Figura 4. Valores das Densidades Opticas (DO), em 492 nm, dos extratos etandlicos (a) e hexancos (b)
das folhas (EEF e EHF) e etandlicos das cascas (c) (EEC) de C. leptophloeos, coletados em dez/2020
(coleta 1), sobre a formagdo de biofilme de Candida spp. As letras sobre as barras indicam diferencas
estatisticas entre os valores das médias da DO comparadas com o controle para cada cepa de Candida
spp. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p<0,001.

O extrato etanolico de folhas da segunda coleta (EEF2) conseguiu inibir o
desenvolvimento do biofilme das cepas de C. krusei e C. tropicalis (Figura 4a), pois 0s
valores de DO foram menores que as dos controles.
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O extrato hexanico de folhas da segunda coleta (EHF2) (Figura 5b) foi eficiente
frente a formacéo de biofilmes de C. albicans, nesse caso nota-se que além dos valores
de DO terem sido menores que o controle, as leituras tém relacdo indireta com a
concentracdo, ou seja, quanto maior a concentracdo do extrato, menor a quantidade de
biomassa do biofilme para essa levedura. Para as outras duas cepas de Candida, ndo se
observa esta relacao.

A eficiéncia do extrato etanolico de casca da coleta 2 (EEC2) (Figura 5c) é
percebida sobre a formagdo dos biofilmes de C. albicans URM 4387, que da mesma
forma que o EHF2, mostrou valores de DOs menores que o controle, e com a relagdo

valor da DO/concentracdo do extrato atendida.
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Figura 5. Valores das Densidades Opticas (DO), em 492 nm, dos extratos etandlicos (a) e hexanicos (b)
das folhas (EEF e EHF) e etandlicos das cascas (c) (EEC) de Commiphora leptophloeos, coletados em
mar/2021 (coleta 2), sobre a formagdo de biofilme de Candida spp. Os simbolos sobre as barras indicam
diferencas estatisticas dos valores das médias da DO comparadas com o controle para cada cepa de
Candida spp. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p<0,001.

Efeito dos extratos em biofilmes pré-formados

Para essa analise, foi feita a leitura das DOs dos biofilmes pré-formados sem
acao dos extratos, ou seja, 0s controles positivos e que sdo utilizados como padrdo
comparativo para analisar os efeitos dos extratos em biofilmes pré-formados das
leveduras estudadas.

Observou-se que, o extrato EEF1 (Figura 6a) apresentou efeito contra os

biofilmes pré-formados de C. tropicalis URM 4262, pois, com exce¢do da concentracdo
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de 2 mg/ml, as leituras de DO foram menores na presenca dos extratos, quando
comparadas ao controle positivo. Para este mesmo extrato, os valores das DOs dos
biofilmes de C. albicans e C. kruzei foram todos maiores que o controle positivo,
podendo aqui ter havido uma influéncia positiva deste extrato no desenvolvimento dos
biofilmes.

Os valores de DO apds acdo do extrato EHF1 (Figura 6b) foram menores que
todos os controles das cepas testadas. No entanto, ndo foi apresentada a correlacdo
esperada, ou seja, quando mais concentrado o extrato, menor a biomassa do biofilme.

O extrato EECL1 (Figura 6¢) também apresentou valores de DOs menores que 0s
controles das cepas de C. albicans e C. tropicalis, novamente sem o padrdo esperado.
Esse padrdo, porém, é observado quando o extrato esta em contato com o biofilme de C.
krusei, cuja leitura aumenta a medida que diminui a concentracdo, mesmo sendo uma
DO maior que a do controle.
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Figura 6. Valores da Densidade Optica (DO — 492 nm) dos extratos etandlicos (a) e hexanicos (b) das
folhas (EEF e EHF) e etandlicos das cascas (c) (EEC) de Commiphora leptophloeos, coletados em
dez/2020 (coleta 1), sobre biofilmes pré-formados de Candida spp. Os simbolos sobre as barras
expressam diferencas estatisticas dos valores das médias da DO comparadas com o controle para cada
cepa de Candida spp. * = p <0,05; ** =p <0,01; *** = p<0,001.

O extrato EEF2 (Figura 7a) apresentou efeito significativo contra os biofilmes
pré-formados de C. albicans URM 4387 e C. tropicalis URM 4262, no entanto, foi

verificado que a concentragdo mais alta teve uma maior leitura de DO que as demais
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concentragOes, sugerindo, novamente, que o0s extratos tenham favorecido o
desenvolvimento dos biofilmes.

O extrato EHF2 (Figura 7b) apresentou efeito antibiofilme contra a cepa de C.
krusei URM 6352. Aqui percebe-se o efeito oposto do extrato EEF2 (Figura 7a), pois
contra essa levedura o extrato apresentou valor de DO menor que a do controle,
principalmente na concentracdo mais alta (2 mg/ml) mostrando sua capacidade de
diminuir a biomassa do biofilme.

No extrato EEC2 (Figura 7c), os valores de DO foram menores que todos 0s

controles para as trés leveduras estudadas, indicando o efeito inibitdrio desse extrato.
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Figura 7. Valores das Densidades Opticas (DO) dos extratos etandlicos (a) e hexanicos (b) das folhas
(EEF e EHF) e etanblico das cascas (c) (EEC) de Commiphora leptophloeos, coletados em mar/2021
(coleta 2), sobre biofilmes pré-formados de Candida spp. Os simbolos sobre as barras indicam diferengas
estatisticas dos valores das médias da DO comparadas com o controle para cada cepa de Candida spp. * =
p <0,05; ** = p <0,01; *** = p<0,001.

Analise morfoldgica das leveduras

Foi observado que, na presenca dos extratos (EEF1, EHF1, EEC1, EEF2, EHF2
e EEC2), as leveduras ndo se multiplicaram, apresentando assim uma menor quantidade
de células, visualmente, quando comparadas com o controle positivo (células sem o
extrato). Esse controle mostrava uma grande quantidade de células em divisdo
(brotamento), enquanto que as células das leveduras que foram submetidas a acdo dos
extratos apresentavam uma quantidade muito menor de brotamentos e pseudohifas
(Figura 8).
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Figura 8. Efeitos dos extratos sobre a morfologia das leveduras Candida spp. As setas indicam as
pseudohifas. Observa-se que em (a) as pseudohifas sdo menos evidentes que em (c). (a) Extrato Etandlico
das Cascas da coleta 2 — EEC2 (0,125mg/ml) frente a C. krusei URM 6352. (b) Extrato Hexanico das
Folhas da coleta 2 — EHF2 (0,125mg/ml) frente & C. krusei URM 6352. (c) Controle de C. krusei URM
6352.

Viabilidade celular — Azul de metileno

Essa metodologia permite observar a quantidade de células ndo viaveis, através
da coloracdo com azul de metileno e contagem das células. Assim, considera-se que
quanto maior o numero de células ndo vidveis, maior a capacidade antifungica e

antibiofilme do extrato.

Na formacéo de biofilmes

Todos os extratos, de ambas as coletas, foram capazes de diminuir a formacao
dos biofilmes das cepas de Candida spp. (Tabelas 3, 4 e 5). No extrato EEF1, sua forte
coloracdo na maior concentracao (2mg/ml) impediu a visualizacdo das células, portanto
nédo foi possivel contabilizar as células afetadas por esse extrato nessa concentracao. No
entanto, percebe-se que a concentracdo 1mg/ml foi capaz de diminuir mais de 50% das
células de todas as leveduras estudadas, tendo maior efeito sobre C. tropicalis URM
4262, diminuindo mais de 86% das células (Tabela 5).

O extrato EHF1, na concentracdo de 2mg/ml diminuiu 84,6% das células de C.
albicans URM 4387 (Tabela 2), 94,6% das células de C. krusei URM 6352 (Tabela 4) e
87,6% de C. tropicalis URM 4262 (Tabela 5). Quando comparados os efeitos do extrato
etanolico (EEF1) e hexanico de folhas (EHF1) sobre as leveduras, o extrato EHF1 teve
um efeito maior em todas as concentracfes (Tabela 3, 4 e 5). O extrato EEC1 também
foi mais eficiente contra as leveduras de C. krusei URM 6352 (Tabela 4), inviabilizando
96,3% das células. Alem disso, o extrato da casca da primeira coleta apresentou maior

efeito que o extrato da folha (EEF1) sobre as leveduras testadas (Tabela 3, 4 e 5).
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O extrato EEF2 foi mais eficiente contra C. tropicalis URM 4262, diminuindo
mais de 89% das células na concentracdo de 1mg/ml (Tabela 5). O extrato EHF2 teve
maior eficiéncia na concentracdo de 2mg/ml contra todas as cepas de Candida (Tabela
3, 4 e 5). Quando comparado o efeitos dos dois extratos sobre as leveduras, o extrato
EEF2 apresentou melhores resultados em todas as concentragoes.

Da mesma forma, o extrato EEC2 também apresentou maior eficiéncia na
concentracdo mais alta (2mg/ml) contra C. krusei URM 6352 (Tabela 5) e C. tropicalis
URM 4262 (Tabela 5), ja contra C. albicans URM 4387 a concentracéo de 0,5mg/ml foi
mais eficiente, pois ndo houve diferenca estatistica significativa em comparacdo as
concentracdes superiores. Quando comparado com o extrato das folhas, o extrato EEF2
foi mais eficiente em inibir a formacédo dos biofilmes.

Quando comparadas as diferengas nos efeitos dos extratos de coletas diferentes,
percebe-se que mesmo na concentracdo mais baixa, ou seja 0,125mg/ml, o extrato
EEC2 apresentou efeito maior que o EEC1. Entre os extratos das folhas, a capacidade
inibitéria do extrato etandlico da segunda coleta (EEF2) foi maior que o da primeira
(EEF1). Porém nos extratos hexanicos ocorre o inverso, o extrato EHF1 tem maior
efeito sobre as leveduras que o EHF2.

Isso implica dizer que a fase fenoldgica do vegetal ndo € Unico fator que
influencia na potencialidade dos extratos. Embora todos tenham tido algum efeito sobre

Candida spp., € necessario se ater a parte da planta e ao solvente utilizado.

Em biofilmes pré-formados

Quando testado contra o biofilme pré-formado de C. albicans URM 4387
(Tabela 6), o extrato EEF1 foi capaz de diminuir as células do biofilme em 52% na
concentracdo de 1mg/ml. Novamente, ndo foi possivel observar a quantidade de células
vidveis na concentragdo de 2 mg/ml devido a coloracdo do extrato. No entanto, na
concentracdo de 1 mg/ml percebe-se a eficiéncia do extrato, ja que foi capaz de diminuir
mais de 70% as células viaveis dos biofilmes de C. krusei URM 6352 (Tabela 7) e C.
tropicalis URM 4263 (Tabela 8).

O extrato EHF1 (Tabela 6) foi mais eficiente contra o biofilme de C. albicans
URM 4387 diminuindo em mais de 70% as células viaveis do biofilme, na concentracao
de 1 mg/ml. Quando feita a comparacdo entre os extratos das folhas, EEF1 e EHF1,
percebeu-se que, sobre biofilmes pré-formados o extrato etandlico teve maior efeito

inibitério. O extrato EECL1 foi capaz de reduzir mais de 80% do biofilme de C. albicans



46

(Tabela 6) e C. tropicalis (Tabela 8), e quando comparado com o efeito do extrato das
folhas, EEC1 apresentou melhor efeito em todas as concentracgdes.

O extrato EEF2 foi mais eficiente contra os biofilmes de C. albicans (Tabela 6)
e C. krusei (Tabela 7) com reducgéo desses biofilmes superior a 70% desses biofilmes na
concentragdo de 1 mg/ml. O biofilme de C. albicans URM 4387 sofreu a maior redugéo
(67% do biofilme) em contato com o extrato EHF2 (Tabela 7) quando comparada as
outras leveduras. Assim, como na primeira coleta, o EEF2 foi mais eficiente que o
EHF2 quando testados frente aos biofilmes pré-formados. J& em contato com o extrato
EEC2, C. krusei (Tabela 7) que teve uma maior reducao, j& que o extrato tornou 90%
das células dos biofilmes em ndo viaveis na concentracdo de 2 mg/ml. Esse extrato
também foi mais eficaz que o extrato das folhas (EEF2).

Houve diferenca entre os efeitos dos extratos em coletas diferentes. Entre o0s
extratos das cascas, percebeu-se que o EEC2 teve maior capacidade antibiofilme que o
EECL1, mesmos nas concentragfes mais baixas. Entre os extratos das folhas, os extratos
da primeira coleta (EEF1 e EHF1) foram os apresentaram maior efeito sobre os
biofilmes pré-formados.

Assim, da mesma forma que na formacao de biofilme, fica evidente que néo se
pode considerar a fase fenoldgica como unico fator determinante a influenciar a
atividade bioldgica. Deve-se também levar em consideracdo a parte da planta e o

solvente para obter uma melhor agéo dos extratos.



6.1. Na formacéo de biofilmes

Tabela 3. Influéncia dos extratos das folhas e cascas de Commiphora leptophloeos na formacéao de biofilmes de C. albicans URM 4387 por meio da técnica de coloragdo com
azul de metileno. Os valores indicam a porcentagem de células planquitdnicas ndo viaveis de C. albicans URM 4387 apds acdo de diferentes extratos de Commiphora
leptophloeos. Os valores estdo expressos pela média aritmética das triplicatas. Os simbolos indicam diferencas estatisticas do percentual de células viaveis comparadas com o

controle para cada extrato. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p<0,001.

Concentragao do extrato (mg/ml) Concentragao do extrato (mg/ml)
EEF1 2 1 0,5 0,250 0,125 EEF2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média - 5537 4437 2237 10,6 Média - 796 650 54,0 36,0
DP +3,6 +1,2 +2,4 +3,0 DP +2,0 +5.3 +0,8 +4,5
EEC1 2 1 0,5 0,250 0,125 EEC2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 91,3 846 720 67,6 54,3 Média 81,0 733 65,3 50,3" 45,3
DP +6,0 +6,1 +6,5 +8,5 +6,6 DP +1,7 +4,7 +1.1 +4,1 +35
EHF1 2 1 0,5 0,250 0,125 EHF2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 846 776 726 660 54,6 Média 80,0 64,6 586 576 44,6
DP +35 +3,7 +3,2 +1,7 +1,5 DP +2 +3,2 +1,1 +1,5 +0,5

DP = desvio padrdo; NV = ndo visivel, EEF1- Extrato etandlico de folha — coleta 1; EEF2 - EEF1- Extrato etandlico de folha — coleta2; EEC1 - Extrato etanolico de caule

—coleta 1; EEC2 - Extrato etandlico de caule — coleta 2; EHF1 - Extrato hexanico de folha — coleta 1; EHF2 - Extrato hexanico de folha — coleta 2.
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Tabela 4. Influéncia dos extratos das folhas e cascas de Commiphora leptophloeos na formagéo de biofilmes de C. krusei URM 6352 por meio da técnica de coloragdo com
azul de metileno. Os valores indicam a porcentagem de células planquitdnicas ndo viaveis de C. krusei URM 6352 apds acdo de diferentes extratos de Commiphora
leptophloeos. Os valores estdo expressos pela média aritmética das triplicatas. Os simbolos indicam diferencas estatisticas do percentual de células viaveis comparadas com o

controle para cada extrato. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p<0,001.

Concentracéo extratos (mg/ml) Concentracéo extratos (mg/ml)
EEF1 2 1 0,5 0,250 0,125 ZEF2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 750 686 563 42,3 Média 86,6 61,3 506 36,6
DP WV +5.2 +2.3 +1,1 +1,5 DP NV +1,5 +3,2 +2,5 +2.8
EEC1 2 1 0,5 0,250 0,125 ZEC2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 96,3 873 79,6 45,0 32,3 Viédia 936 70,0 60,0 50,6~ 40,3
DP +15 +3,0 +4.1 +6,0 +3,0 DP +3,5 +2,0 +2.6 +3,7 +3,5
EHF1 2 1 0,5 0,250 0,125 =HF2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 94,6 883 646 53,37 42,3 Viédia 81,3 673 556 = 443 32,3
DP +2.0 +3,5 +0,5 +1,5 +2,0 DP +2.3 +3,0 +2.0 +3,5 +1,1

DP = desvio padrdo; NV = ndo visivel; EEF1- Extrato etanolico de folha — coleta 1; EEF2 - EEF1- Extrato etanolico de folha — coleta2; EEC1 - Extrato etandlico de caule —

coleta 1; EEC2 - Extrato etandlico de caule — coleta 2; EHF1 - Extrato hexanico de folha — coleta 1; EHF2 - Extrato hexanico de folha — coleta 2.
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Tabela 5. Influéncia dos extratos das folhas e cascas de Commiphora leptophloeos na formag&o de biofilmes de C. tropicalis URM 4262 por meio da técnica de coloragao
com azul de metileno. Os valores indicam a porcentagem de células plancquitdnicas ndo vidveis de C. tropicalis URM 4262 apds acdo de diferentes extratos de
Commiphora leptophloeos. Os valores estdo expressos pela média aritmética das triplicatas. Os simbolos indicam diferengas estatisticas do percentual de células viaveis

comparadas com o controle para cada extrato. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p<0,001.

Concentracdo dos extratos (mg/ml) Concentracdo dos extratos (mg/ml)
EEF1 2 1 0,5 0,250 0,125 EEF2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 86,37 79,0 63,0 51,6 Média 89,3 740 61,0 57,0
DP WV +2.0 +1,0 +3,6 +3,0 DP WV +2,5 +3,6 +2.6 +2.0
EEC1 2 1 0,5 0,250 0,125 EEC2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 91,3 80 76,6 416 19,6 91,6 693 50,3 47,07 34,6
DP +3,2 +2 +1,5 +2,5 +2,0 DP +5.6 +2,0 +4,0 +1,7 +3,5
EHF1 2 1 0,5 0,250 0,125 EHF2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 87,6 83,3 66,6 58,6 49,0 Média 820 706 536 46,6 39,3
DP +0,5 +3,7 +0,5 +3,0 +2 DP +2.6 +2,0 +1,1 +2,5 +2,5

DP = desvio padrao; NV = nao visivel; EEF1- Extrato etandlico de folha — coleta 1; EEF2 - EEF1- Extrato etandlico de folha — coleta2; EEC1 - Extrato etantlico de caule —

coleta 1; EEC2 - Extrato etanélico de caule — coleta 2; EHF1 - Extrato hexanico de folha — coleta 1; EHF2 - Extrato hexanico de folha — coleta 2.
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6.2. Em biofilmes pré-formados

Tabela 6. Influéncia dos extratos das folhas e cascas de Commiphora leptophloeos em biofilmes pré-formados de C. albicans URM 4387 por meio da técnica de coloragdo
com azul de metileno. Os valores indicam a porcentagem de células em biofilme nédo viaveis de C. albicans URM 4387 ap0s acdo de diferentes extratos de Commiphora
leptophloeos. Os valores estdo expressos pela média aritmética das triplicatas. Os valores estdo expressos pela média aritmética das triplicatas. Os simbolos indicam
diferengas estatisticas do percentual de células viaveis comparadas com o controle para cada extrato. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p<0,001.

Concentracdo do extrato (mg/ml) Concentracao do extrato (mg/ml)
EEF1 2 1 0,5 0,250 0,125 EEF2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 5207 346 196 10,6 Média 71,07 50,00 42,6 28,6
NV NV
DP +2.6 +2.8 +2,08 +1,5 DP +3,6 +2.6 +4,1 +25
EEC1 2 1 0,5 0,250 0,125 EEC2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 87,3 80 62,3 58,0 47,3 Média 75,0 69,0 59,6 51,0 39,3
DP +4,7 +2.6 +4,7 +4,3 +2,0 DP +5.0 +2.6 +4,7 +4,0 +3,2
EHF1 2 1 0,5 0,250 0,125 EHF2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 77,6 71,0 58,0 39,0" 20,6 Média 67,6 646 55,6 29,37 18,0
DP +1,1 +1,7 +3,0 +1,7 +3,2 DP +0,5 +3,2 +3,0 +2,5 +3,0

DP = desvio padrdo; NV = ndo visivel; EEF1- Extrato etandlico de folha — coleta 1; EEF2 - EEF1- Extrato etandlico de folha — coleta2; EEC1 - Extrato etandlico de caule —

coleta 1; EEC2 - Extrato etanélico de caule — coleta 2; EHF1 - Extrato hexanico de folha — coleta 1; EHF2 - Extrato hexanico de folha — coleta 2.



51

Tabela 7. Influéncia das folhas e cascas de Commiphora leptophloeos em biofilmes pré-formados de C. krusei URM 6352 por meio da técnica com azul de metileno. Os valores

indicam a porcentagem de células em biofilme ndo viaveis de C. krusei URM 6352 apds acdo de diferentes extratos de Commiphora leptophloeos. Os valores estdo expressos

pela média aritmética das triplicatas. Os simbolos indicam diferencas estatisticas do percentual de células viaveis comparadas com o controle para cada extrato. * = p <0,05; ** =
p <0,01; *** = p<0,001.

Concentracao extratos (mg/ml)

Concentracao extratos (mg/ml)

EEF1 2 1 0,5 0,250 0,125 EEF2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 70,3 630 443 33,6 Média 730 51,37 32,37 17,3
DP WV +3,2 +2,0 +35 +1,1 DP NV +35 +1,8 +2.4 +16
EEC1 2 1 0,5 0,250 0,125 EEC2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 80 63,3 596 35,3 22,3 Média 90,07 76,3 61,0 35,3 29,3
DP +3 +55 +25 +25 +2.3 DP +1,0 +1,1 +1,7 +25 +2.0
EHF1 2 1 0,5 0,250 0,125 EHF2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 656 52,6 350 326 21,3 Média 59,00 54,0 473" 34,37 14,3
DP +2.,5 +3,7 +2,0 +35 +2,0 DP +4,0 +3,0 +2,0 +0,5 +2,0

DP = desvio padréo; NV = ndo visivel; EEF1- Extrato etandlico de folha — coleta 1; EEF2 - EEF1- Extrato etandlico de folha — coleta2; EEC1 -

coleta 1; EEC2 - Extrato etanélico de caule — coleta 2; EHF1 - Extrato hexanico de folha — coleta 1; EHF2 - Extrato hexanico de folha — coleta 2.

Extrato etanélico de caule —
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Tabela 8. Influéncia dos extratos das folhas e cascas de Commiphora leptophloeos em biofilmes pré-formados de C. tropicalis URM 4262 por meio da técnica de coloragdo

com azul de metileno. Os valores indicam a porcentagem de células em biofilme ndo viaveis de C. tropicalis URM 4262 ap6s acdo de diferentes extratos de Commiphora

leptophloeos. Os valores estdo expressos pela média aritmética das triplicatas. Os simbolos indicam diferencas estatisticas do percentual de células viaveis comparadas com o
controle para cada extrato. * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p<0,001.

Concentracéao extratos (mg/ml)

Concentracdo extratos (mg/ml)

EEF1 2 1 0,5 0,250 0,125 EEF2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 746 566 53,6 40 Média 67,37 620 38,6 16,3
DP WV +3,2 +4,7 +4,7 +2,6 DP WV +4,5 +3,4 +6,0 +3,0
EEC1 2 1 0,5 0,250 0,125 EEC2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 87,3" 766 580 303 17,3 Média 873" 586 516 42,6 19,3
DP +2,0 +0,5 +4,0 +2,5 +3,2 DP +2,5 +3,2 +5,7 +0,5 +4,5
EHF1 2 1 0,5 0,250 0,125 EHF2 2 1 0,5 0,250 0,125
Média 643 583 503 436 19,6 Média 61,00 586 41" 32,3 15,3
DP +4,0 +7,0 +4,0 +3,0 +2,0 DP +3 +0,5 +2,0 +3,0 +2.8

DP = desvio padréo; NV = ndo visivel; EEF1- Extrato etanolico de folha — coleta 1; EEF2 - EEF1- Extrato etandlico de folha — coleta2; EEC1 - Extrato etanolico de caule —

coleta 1; EEC2 - Extrato etandlico de caule — coleta 2; EHF1 - Extrato hexanico de folha — coleta 1; EHF2 - Extrato hexanico de folha — coleta 2.



7. Determinacgdo da presenca de acido galico por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC):

A andlise por HPLC foi realizada a fim de determinar se havia diferenca na
quantidade de acido galico nos extratos obtidos a depender da época de coleta. Foi
verificada a presenca de acido galico nos extratos etandlicos de folhas e cascas, em
ambas as coletas (Figura 9). No entanto, o extrato da folha apresentou uma
concentracdo mais baixa do &cido gélico na primeira coleta (0,0003 mg/ml) quando
comparado com a segunda (0,0023 mg/ml) (Figura 9b). A concentragdo de &cido galico
nas cacas variou de 0,0160 mg/ml (coleta 1) e 0,0218 mg/ml (coleta 2), contudo essa
diferenca ndo foi significativa, indicando que esse composto ndo varia temporalmente

nessa parte da planta.
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Figura 9. Presenca e quantificacdo de acido galico em extratos etandlicos das folhas (EEF) e cascas
(EEC) de Commiphora leptophloeos coletada em dez/2020 (coleta 1) e mar/2021 (coleta 2). a) EEF1; b)
EEF2; ¢) EEC1; d) EEC2.

Discussao
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Uma das dificuldades de se combater infecgdes por Candida spp., é a capacidade
desses microrganismos formarem biofilmes que dificulta, e por vezes impede, a a¢do de
antifingicos (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018). Além disso, espécies desse género
também sdo capazes de mudar sua forma de levedura (unicelular) para uma forma
pluricelular, com formacdo de hifas ou pseudohifas (CIUREA et al., 2020) dificultando

a entrada de antifungicos no biofilme e impossibilitando sua acéo.

O presente estudo foi realizado para entender se o efeito dos extratos de C.
leptophloeos sobre biofilmes de Candida spp. varia a depender da época de coleta da
planta, ou seja, da sua fase fenoldgica. Para tal, avaliou-se como 0s extratos
influenciaram na formagdo de biofilmes e no desenvolvimento de biofilmes pré-
formados, sendo utilizada a técnica colorimétrica com cristal violeta que possibilita a

quantificacdo da biomassa dos biofilmes.

Apesar de ser uma técnica amplamente utilizada dentro deste campo da pesquisa
(COSTA et al., 2013), a analise dos resultados obtidos por meio da técnica com cristal
violeta levantaram algumas questbes, por exemplo: (1) os valores das DOs dos
controles, em sua maioria, estavam abaixo dos valores das DOs apds acdo dos extratos,
resultado este ndo esperado, uma vez que nos controles ndo ha acdo de nenhum agente
inibitério, nos levando a sugerir que os extratos estimularam a formacao dos biofilmes
na maioria dos tratamentos; (2) ndo se observou a relagéo esperada entre a concentragao
dos extratos e a quantidade de biomassa fungica, ou seja, para a maioria dos extratos,
guanto maior a concentracdo do extrato, maior era a biomassa fungica, também nos
levando a sugerir que os extratos estimularam a formacéo dos biofilmes; e por fim, (3) a
coloragdo dos extratos pode ter interferido na leitura dos valores das DOs no

espectrofotbmetro.

O fato de que a forte coloragdo dos extratos, especialmente dos extratos
etandlicos das folhas, ter dificultado a leitura dos resultados por meio do
espectrofotdmetro, apesar das diluigdes que foram realizadas, também foi observado em
outros estudos tratando da mesma espécie de planta (DANTAS-MEDEIROS et al.,
2021a).
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Assim, esta terceira questdo levantada, nos fez realizar os testes por meio da
técnica de viabilidade celular com azul de metileno. Esta técnica permite quantificar
células de leveduras ndo viaveis, uma vez que estas nao apresentam atividade
enzimatica, ndo conseguindo reduzir o corante azul de metileno. Quando analisados os
resultados obtidos, percebeu-se que todos o0s extratos apresentaram capacidade

inibitdria, tanto na formacao de biofilmes, quanto também em biofilmes pré-formados.

Existem diversas técnicas que podem ser utilizadas para avaliar os biofilmes
formados por Candida spp. Entre elas a contagem de células viaveis é um dos métodos
mais utilizados, inclusive para analise da eficacia de antifingicos contra biofilmes de
Candida spp. (COSTA et al., 2013).

Ap0s as analises, percebeu-se que os extratos da segunda coleta das cascas, na
qual o vegetal estava com formacdo de frutos, apresentaram um efeito mais inibitdério
sobre os biofilmes quando comparados com 0s extratos da casca da primeira coleta,
quando o vegetal estava com formacdo de folhas e flores. J& para os extratos das folhas,

0s extratos da primeira coleta apresentaram melhores resultados.

Alem da capacidade de diminuir a formagéo do biofilme, os extratos foram
capazes de diminuir a biomassa do biofilme ja formado. Esse efeito antimicrobiano das
cascas e folhas de C. leptophloeos também foi observado por outros autores (PEREIRA
etal., 2017; PESSOA et al., 2021).

Os extratos de C. leptophloeos tambeém foram capazes de diminuir a formacéo
de pseudohifas de C. albicans URM 4387, C. krusei URM 6352 e C. tropicalis URM
4262, que é considerado um importante fator de viruléncia dessas leveduras
(CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018). Apesar de serem necessarios estudos clinicos, o
fato dos extratos mostrarem essa capacidade em laboratdrio, mostra que 0s extratos
apresentam alta capacidade antifngica, sendo uma fonte promissora de compostos que

possam ser usados no tratamento dessas infecgdes.

Através da técnica de HPLC, foi realizada a quantificacdo de acido géalico, que é
um composto fendlico, conhecido por suas propriedades antioxidantes e antibiofilmes
de bactérias e de C. albicans (GIORDANI et al., 2020).

Foi observada que a presenca do acido galico nos extratos etanolicos das cascas

foi em maior quantidade que nos extratos das folhas. A época da coleta ndo influenciou
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a quantidade de acido galico nos extratos das cascas, no entanto, o extrato das folhas da

segunda coleta apresentou maior quantidade do composto que o da primeira coleta.

A presenca desse composto é um indicativo do potencial desses extratos frente
ao biofilme, uma vez que esse composto atua na suspensdo da adesdo das células de
levedura a superficie (LAHIRI et al., 2019). Adicionalmente, em um estudo recente,
Liberato et al, (2022) estudaram os efeitos do acido galico em Candida spp. resistente
ao fluconazol, e concluiram que este age de diferentes formas na célula desta levedura,
e.g. interferindo na integridade da membrana bem como no potencial transmembrana

das mitocondrias, causando apoptose celular.

No presente trabalho foi observada a presenca do acido galico em todos os
extratos etandlicos das folhas e cascas, apesar de em diferentes quantidades. Esse
resultado corrobora com estudos anteriores, que encontraram acido galico nas cascas de
C. leptophloeos (PEREIRA et al., 2017).

As cascas de C. leptophloeos apresentaram uma maior quantidade de &cido
galico que as folhas, em ambas as coletas. J& nas folhas, observa-se que a quantidade
desse composto foi maior na segunda coleta. 1sso indica que as folhas tendem a produzir

mais acido galico na época de frutificagao.

O acido galico tem propriedades antifingicas que podem ser importantes para a
defesa da planta contra doencas causadas por patdgenos fangicos. Um estudo recente
também reportou variagcdes na quantidade de acido galico em meses diferentes, o que
pode estar relacionando com a constru¢do da defesa quimica da planta durante seu
desenvolvimento (ZHOU et al., 2020).

E evidente que as atividades bioldgicas, exercidas pelos metabélitos secundarios
das plantas, podem sofrer influéncia da fase fenoldgica em que se encontra o vegetal na
época de coleta (CIRAK et al., 2007; GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Ao avaliarmos os efeitos dos extratos, de diferentes fases fenoldgicas, sobre os
biofilmes pré-formados de Candida spp., percebe-se que o0s extratos da casca
preparados na fase de frutificacdo da planta foram ligeiramente melhores. Apesar de ser
uma diferenca pequena, esses extratos apresentaram um maior percentual de células

inviaveis quando comparados com a primeira coleta.
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Diferengas na quantidade de metabdlitos a depender da fase fenoldgica foram
reportadas para outras espécies (CIRAK et al., 2007; SOUZA DE OLIVEIRA et al.,
2017), no entanto, essa é a primeira vez que esse estudo é realizado com C. leptophleos.

Essa espécie é caracterizada por iniciar o brotamento das folhas no fim da
estacdo seca, assim, quando chega a estacdo chuvosa a planta ja estd com frutos prontos
para a dispersdao (DE LIMA et al., 2012). Essa estratégia pode explicar porque 0s
extratos da casca da segunda coleta (época chuvosa) apresentaram maior efeito que os
da primeira, uma vez que, como a planta ja estd em seu pleno desenvolvimento,
podendo entdo investir energia na producdo de metabolitos secundarios que tenham

atividades bioldgicas.

No entanto, para as folhas, os extratos da primeira coleta que apresentaram
maior capacidade antibiofilme. Assim, fica evidente que a fase fenoldgica nao € o Unico
fator a determinar a atividade biologica da planta. Sabe-se que diferencas na
composicdo dos metabolitos secundarios ocorre de forma diferente para cada parte da
planta (CHEN et al., 2012), ja que, na mesma época, partes os tecidos vegetais

produzem metabolitos diferentes em quantidades diferentes.

Assim, cabe ao pesquisador, investigar qual parte da planta oferece em melhor

resultado e em qual fase fenoldgica/época de coleta esse resultado é otimizado.

Conclusédo

As atividades bioldgicas das plantas sdo resultados da acdo de metabolitos secundarios
produzidos, os quais sofrem influéncias da fisiologia do vegetal. Assim, determinar a
época de coleta de um material boténico é crucial para o desenvolvimento de extratos
com sua capacidade maxima. Assim, testamos se havia influéncia das fases fenologicas
(vegetativa e reprodutiva) de Commiphora leptophloeos sobre biofilmes de Candida
spp. Percebeu-se que houve uma ligeira diferenca entre o efeito dos extratos das folhas e
cascas de C. leptophloeos sobre os biofilmes de Candida spp., sendo que, 0s extratos da
casca obtidos na segunda coleta apresentaram maior efeito. Ao analisarmos a presenga
de &cido galico nos extratos, percebemos que, embora as cascas apresentem uma
quantidade maior de acido galico, ndo houve diferenca significativa entre as coletas. No

entanto, essa diferenca é perceptivel nos extratos das folhas. Esses resultados indicam
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que, a depender do objetivo do pesquisador, a época de coleta e a parte da planta a ser
utilizada sdo fatores importantes a serem considerados para se obter os melhores
resultados de uma determinada atividade biologica, bem como maiores concentracfes

do composto desejado.
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