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RESUMO

As plantas medicinais contém compostos ativos que podem ter atividades terapéuticas
especificas. A atividade antioxidante das plantas € um campo de interesse cientifico,
devido ao papel dos radicais livres no desenvolvimento de doengas e processos
degenerativos. Além disso, alguns compostos ativos presentes em plantas possuem
propriedades antibacterianas e antifungicas, podendo ser uteis no combate a
infecgbes. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante de
plantas da familia Asteraceae e verificar o efeito na associagdo com o antifungico
nistatina. Para tanto utilizou-se o método DPPH para investigar o poder antioxidante
de plantas e a quantificagcdo de compostos fendlicos se deu por comparagédo com o
padrao quercetina. A técnica de difusdo em disco foi usada para realizar o teste de
associagao de nistatina com extratos ou fragdes das plantas contra fungos do género
Candida.  Austroeupatorium inulaefolium, Pteurocaulon alopecuroides, Stevia
leptophylla e Vernonanthura discolor apresentaram as maiores atividades
antioxidantes para a fragdo acetato de etila que pode estar relacionada com o
conteudo de flavonoides. As interagdes do extrato bruto de Vernonanthura cuneifolia
e fragdo cloroférmica de S. leptophylla com o agente antifungico nistatina foram
consideradas sinérgicas contra Candida albicans e Candida tropicalis e extrato bruto
V. discolor contra C. tropicalis. Estudos adicionais devem ser realizados para verificar
a possibilidade de aplicagdo destes produtos naturais como antioxidantes e
antifungicos.

Palavras-chave: plantas medicinais; compostos ativos; flavonoides; Candida sp.



ABSTRACT

Medicinal plants contain active compounds that may have specific therapeutic
activities. The antioxidant activity of plants is a field of scientific interest due to the role
of free radicals in the development of diseases and degenerative processes. In
addition, some active compounds present in plants have antibacterial and antifungal
properties, which may be helpful in fighting infections. Thus, this work aimed to
evaluate the antioxidant activity of plants of the Asteraceae family and verify the effect
in association with the antifungal nystatin. For that, the DPPH method was used to
investigate plants' antioxidant power, and the phenolic compounds' quantification was
done by comparison with the quercetin standard. The disc diffusion technique was
used to test the association of nystatin with extracts or fractions of plants against fungi
of the genus Candida. Austroeupatorium inulaefolium, Pteurocaulon alopecuroides,
Stevia leptophylla and Vernonanthura discolor showed the highest antioxidant
activities for the ethyl acetate fraction, which may be related to the flavonoid content.
Interactions of Vernonanthura cuneifolia crude extract and S. leptophylla chloroform
fraction with the antifungal agent nystatin were found to be synergistic against Candida
albicans, and Candida tropicalis and V. discolor crude extract against C. tropicalis.
Additional studies must be carried out to verify the possibility of applying these natural
products as antioxidants and antifungals.

Keywords: medicinal plants; active compounds; flavonoids; Candida sp
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1.  INTRODUGAO

Utilizar plantas como forma de medicamento é uma pratica muito comum em
varias culturas ao redor do mundo. Na maioria das vezes, seu uso € associado a
medicina popular de paises em desenvolvimento (SOARES; FABRI, 2011). Plantas
com atividades bioldgicas ja foram estudadas, mas as vezes sao preparadas de forma
fitoterapica sem um controle de qualidade, apresentando assim substancias toxicas
ou variagédo na composigao quimica (NOLDIN et al., 2003).

Planta medicinal € aquela que possui principio ativo com atividade
terapéutica. Ou seja, o principio ativo é aquele em que os compostos quimicos séo
sintetizados pelas plantas por meio do metabolismo secundario, a partir dos nutrientes
da agua, e da luz que estas recebem (NOGUEIRA, 2020).

Pela vasta utilizagdo com fins medicinais, observa-se o aumento do interesse
cientifico em avaliar o valor terapéutico, risco e toxicidade de plantas. Em funcéo dos
avancos da tecnologia a forma de pesquisar compostos ativos se alterou
proporcionando assim o surgimento de novos medicamentos no mercado de forma
mais rapida (SOARES; FABRI, 2011).

No Brasil, a familia das plantas Asteraceae possui 180 géneros e 2.174
espécies (ROQUE; BAUTISTA, 2008; FLORA CAMPESTRE, 2023). Possuem
importancia econdmica porque sdo utilizadas como ornamentos, medicamentos,
oleaginosas, aromas, inseticidas (BERETTA et al, 2008); além de possuirem
propriedades terapéuticas, cosméticas e aromaticas (SOARES; FABRI, 2011).
Produzem poliacetilenos, 6leos essenciais e terpeno e ha evidéncias de que possuem
atividade antibacteriana, antifungica (cumarinas), anti-helmintica (extratos apolares),
anti-inflamatéria e antipirética (MIYAZAKI, 2013).

As plantas possuem uma variedade de antioxidantes porque se protegem
contra o estresse oxidativo produzido pela exposi¢céo ao sol e oxigénio (CARVALHO,
2019).

Contra o estresse oxidativo o organismo tem sistemas de defesa como
sistemas enzimaticos e agao dos antioxidantes nao enzimaticos (vitaminas, polifendis,
flavonoides, carotenoides e licopeno) que auxiliam a neutralizar os radicais livres,
quelar metais e interromper espécies reativas, como oxigénio (DEL RE; JORGE,
2012).
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Os fungos pertencem ao reino Fungi e possuem trés grupos: leveduras,
fungos filamentosos e cogumelos. Os fungos quando infectam os seres humanos
geralmente é na pele e sem grandes extensdes. Algumas espécies sdo capazes de
provocar infec¢gdes mais graves e até levar a morte, se o paciente estiver em estado
de imunossupressao. As infecgdes tém se tornado um grande importante problema
de saude publica por causa da resisténcia microbiana; além do risco ao paciente
trazem como resultado problemas financeiros, pelo fato do tratamento ser muito caro
(CANTUARIA, 2018). Alguns medicamentos possuem limitagbes, por isso &
necessario buscar por novas drogas antifingicas (CANTUARIA, 2018).

Uma variedade de pesquisas com plantas medicinais tem seu foco na busca
de novos remédios. Cerca de 20 % do conglomerado das plantas estdo em estudo e
1/3 desses medicamentos s&o utilizados de recursos naturais a base de plantas. Os
medicamentos de origem vegetal possuem efeitos e sdo seguros. Isso demonstra o
papel promissor das plantas como fontes de recursos terapéuticos (CANTUARIA,
2018).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo, avaliar a atividade antioxidante de plantas

da familia Asteraceae e verificar o efeito na associagdo com o antifungico nistatina.

2.20bjetivos especificos

Determinar a atividade antioxidante de extratos e fragdes de plantas da familia
Asteraceae utilizando a metodologia de DPPH,;

Verificar a presenca de flavonoides nos extratos e fragoes;

Avaliar o efeito da associagdo dos produtos naturais com o antifungico
nistatina, executando a técnica de difusdo em disco contra leveduras do género
Candida.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1Plantas medicinais

O uso das plantas vai desde estética (emagrecimento) a tratamento de
doencas graves ou crbnicas (cancer, diabetes, hipertensao, entre outras) (PEDROSO;
ANDRADE; PIRES, 2021).

Quando se realiza uma investigagao fitoquimica em plantas tem-se como
objetivos conhecer seus componentes quimicos; e sua purificagao € essencial para a
identificacdo dos compostos com potencial bioldégico. As plantas por suas
caracteristicas sao fontes naturais de compostos que exercem funcgdes
farmacoldgicas e justamente por isso sdo excelente matéria prima para novos
farmacos (SILVA, 2015).

A sua eficacia e seguranca dependem da identificagdo correta da planta, de
qual parte deve ser usada, como deve ser preparada, a forma de uso e a dose
apropriada. A ma utilizagcao das plantas pode levar a efeitos adversos bem como ao
uso inadequado, uso crénico ou em associagao com medicamentos ou até mesmo
com outras plantas e fitoterapicos. Por isso o estudo cientifico — toxicolégico e
farmacodindmico - dessas plantas se torna importante porque valida os saberes
tradicionais e mantém vivo o saber popular (PEDROSO; ANDRADE; PIRES, 2021).

3.2Familia Asteraceae

A familia das plantas Asteraceae possui 0 maior numero de plantas e
compreende por volta, de 1600 géneros e 23000 espécies; no Brasil, 180 géneros e
2174 espécies (ROQUE; BAUTISTA, 2008; FLORA CAMPESTRE, 2023). Sao
encontradas em todos os continentes exceto na Antartica e possuem representantes
em regides temperadas e semiaridas (ROQUE, BAUTISTA, 2008). Possuem
importancia econdmica porque sao utilizadas como ornamentos, medicamentos,
apicolas, oleaginosas, aromaticas, inseticidas e comestiveis. Esta familia possui
grande diversidade, inclusive pela forma de polinizacdo e dispersdo das sementes.
Sua expanséao se da por uma evolugao quimica (BERETTA et al., 2008).

As plantas desta familia possuem propriedades terapéuticas, cosméticas e
aromaticas (SOARES; FABRIS, 2011). Produzem poliacetilenos, 6leos essenciais e

terpeno e ha evidéncias de que possuem atividade antibacteriana, antifungica
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(cumarinas), anti-helmintica (extratos apolares), anti-inflamatéria e antipirética
(MIYAZAKI, 2013).

3.2.1 Pterocaulon alopecuroides

O nome Pterocaulon tem sua origem no grego “pteros” (asas) e “caulon’
(caule), ou seja, caule alado, sendo uma das principais caracteristicas da espécie
(MEDEIROS-NEVES; TEIXEIRA; POSER, 2018)

A espécie Pterocaulon alopecuroides € também conhecida como barbasco,
verbasco, branqueja, alecrim das paredes, cal¢do de velho, tingui ou verbasco do
Brasil. Tem por volta 80 cm de altura, seus ramos sao alados revestidos por uma
espécie de pélo e as folhas sao inteiras. Ocorre em terrenos baldios, na beira das
estradas ou em pastos, tendo preferéncia por solo arenoso e drenado (SILVEIRA,
2009).

No género Pterocaulon foi identificado dentro das diversas estruturas
fendlicas, a presenca de flavonoides. Sdo utilizados em fun¢do de suas atividades
biolégicas (FERREIRA, 2009).

Na Argentina sao utilizadas por indigenas para casos de reumatismo, diarreia
e para lavar feridas com larvas de moscas. No Brasil as espécies de Pterocaulon séo
utilizadas para micoses em peles de animais (STEIN et al, 2006) além de afecgbes
urinarias, renais e febris (FLORA DE SANTA CATARINA, 2023)

Estudos realizados, as espécies do género Pterocaulon demonstraram
atividade antifungica, um dihidroflavonol e seis flavonoides com atividade
antibacteriana. Esse género possui varias especies que sao utilizadas na medicina
tradicional em todo o mundo e antibiéticos (flavonoides e sesquiterpenos), antivirais
(flavonoides) e citotoxicos (extrato de diclorometano) (STEIN et al, 2006).

O ensaio antioxidante realizado com a Pterocaulon alopecuroides tem
atividade elevada para o extrato de acetato de etila (SILVEIRA, 2009). O ensaio para
atividade antioxidante também demonstrou intensa atividade para fragdes de acetato
de etila (SILVEIRA, 2009). A mesma planta tem alto metabolismo secundario de
polifendis (ALARCON et al, 2010).
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Figura 1: Espécie Pterocaulon alopecuroides

Fonte:https://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/32746870671/in/photostream/, 2023

3.2.2 Stevia leptophylla

Dentro da familia Asteraceae é possivel identificar o género Stevia que possui
cerca de 230 espécies, sendo a espécie mais expressiva a Stevia rebaudiana. A
maioria sdo ervas e arbustos e no século XVI os espanhodis a conheciam, mas
somente em 1888 foram novamente pesquisadas.

O doce é o que mais se encontra em suas folhas quando isolado e é
considerado seguro para os diabéticos. O cha das ervas auxilia a reduzir a vontade
de cigarro e bebidas alcodlicas; a planta molhada propicia refrescancia nos olhos e no
tensionamento da pele auxiliando na redugao das rugas. Auxilia também na cura de
manchas, feridas, cortes e arranhdes; contribui no controle de peso e presséao arterial.
Além de apresentar antimicrobianos, propriedades anti-inflamatérias é fonte de
antioxidante. Apos estas descobertas o plantio da Stevia foi difundido em varios
paises asiaticos (GANTAIT; DAS; BANERJEE, 2018).

A Stevia leptophylla é nativa do Brasil e tem sua presenga no sul do estado
do Parana. Foi feita uma avaliacdo da composicdo de metabdlitos secundarios e de
atividade antioxidante e citotoxidade da Stevia leptophylla. No metabdlito isolado foi
encontrado na fragao cloroférmio. A atividade antioxidante encontrada foi moderada
na fracdo de acetato de etila. E a citotoxicidade teve um valor consideravel para a
fracao cloroférmica (BERNARDI et al, 2016).
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Figura 2: Espécie Stevia leptophylla
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Fonte: https://[powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:251420-1, 2023

3.2.3 Vernonanthura discolor

Também chamada de vassourao-preto, € nativa de floresta mista e tipica de
vegetacdo com clareiras e florestas jovens. Cresce de forma rapida e tolera baixas
temperaturas. Considerada uma opcéao para areas de preservagao permanente pois
prepara o meio ambiente para o desenvolvimento de espécies climaticas
(GRZYBOWSKI et al, 2019).

No trabalho de Martins-Ramos; Bortoluzzi; Mantovani (2010) é mencionado
que nao encontraram estudos sob o uso medicinal da planta, apenas a sua
composi¢cao quimica que é: friedelanol (alcool terpénico), friedelina e beta-sitosterol

(fitosterol).


https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:251420-1
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Figura 3: Espécie Vernonanthura discolor
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Fonte: https://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/8202-2/, 2023

3.2.4 Vernonathura cuneifolia

E um subarbusto com caule simples e ramificado com folhas abovadas, com
7 a 12 flores. Ocorre nos estados de S&o Paulo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Parana, Santa Catarina e Distrito Federal (SOARES, 2012).

Figura 4: Espécie Vernonanthura cuneifélia

Fonte: https://[powo.science.kew.org/taxon/urn:Isid:ipni.org:names:969192-1, 2023
3.2.5 Austroeupatorium inulaefolium

Na Coldmbia possui o nome de: salvia, salvia amarga, aromatico e no Brasil:

inula. Possui atividade contra os virus: HSV-l (herpes simplex virus type 1) e HSV-2


https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:969192-1
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(herpes simplex virus type 2), em uma concentragao EC50 = 200 pg/mL (RAMIREZ
CARDENAS; ISAZA MEJIA; PEREZ CARDENAS, 2013).

Figura 5: Espécie Austroeupatorium inulaeefolium

Fonte: https://www.nossafloranossomeio.eco.br/2022/05/austroeupatorium-inulaefolium.html,
2023

3.3Atividades biolégicas de plantas da familia Asteraceae

Contra o estresse oxidativo o organismo tem sistemas de defesa como
sistemas enzimaticos e acao dos antioxidantes nao enzimaticos (vitaminas, polifendis,
flavonoides, carotenoides e licopeno) que auxiliam a neutralizar os radicais livres,
quelar metais e interromper espécies reativas, como oxigénio (DEL RE; JORGE,
2012). A definicao de antioxidante como “qualquer substancia que, presente em
baixas concentragdes, quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidagao deste substrato de maneira eficaz” (RIBEIRO et al, 2008 apud DEL RE;
JORGE, 2012). Sob o ponto de vista biolégico, antioxidantes sdo as enzimas ou
substancias organicas que podem neutralizar os efeitos prejudiciais da oxidagéo que
acontece nos tecidos animais em fungéo dos radicais livres (CARVALHO, 2019).

Na pesquisa realizada por Fabri et al (2011) foi identificado que plantas da
familia Asteraceae possuem significativa atividade antioxidante, reafirmando a
importancias de dados etnofarmacolégicos de plantas com bioatividade que
contribuem na identificagcao de atividades bioldgicas de extratos da medicina popular
brasileira que s&o utilizados.

Pessoas que estdo com os mecanismos de defesa contra infeccdo

comprometidos tém maior probabilidade de possuirem infecgbes fungicas.
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Geralmente os fungos sao organismos externos que quando tem contato com o ser
humano ou animais causam danos: de micoses simples até mais severas (LIMA et al,
2006).

Nas plantas da familia Asteraceae ha um grande interesse pelo fato de que a
maioria dos seus representantes sao utilizados na ornamentagdo de ambientes,
alimentacgao, fabricacdo de cosméticos e na medicina (MONTEIRO, 2015).

No quadro 1 a seguir € possivel verificar estudos realizados que comprovam

as atividades antioxidante e antifungica de plantas da familia Asteraceae.



Quadro 1: Plantas da familia Asteraceae com atividades antioxidante e antifingica.
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Planta familia Asteraceae

Atividades

Fonte

Achillea millefolium L. (Milefélio)

Oleo essencial: propriedades atividades antibacterianas, antifungicas, anti-inflamatorias,
antioxidantes ¢ antitumorais

Daniel et al., 2020.

Anvillea radiata

Atividades antioxidante, antifingica e antibacteriana dos extratos de acetato de etila e n-
butanol

Saoud et al., 2019.

Scolymus hispanicus e Hedypnois cretica
(espécies silvestres comestiveis, nativas da
bacia do Mediterraneo)

Foram testadas quanto a sua composi¢do quimica (compostos fenolicos, tocoferois e acidos
orgénicos) e atividades antimicrobianas

Petropoulos ef al. (2019).

Dittrichia graveolens (L.) Greuter (planta
herbacea aromatica nativa da regido do
Mediterraneo)

Tem sido extensivamente estudada por suas atividades bioldgicas, incluindo antioxidante,
antitumoral, antimicrobiana, antifungica, antiinflamatdria, anticolinesterasica e antitirosinase,
e por seu perfil metabolico peculiar.

Ponticelli et al., 2022.

Artemisia annua L. (artemisinina, conhecida
pelas suas diversas virtudes medicinais)

Oleo essencial mostra capacidades antioxidantes notaveis de eliminagdo de radicais livres
DPPH e poder antioxidante redutor férrico e também tem uma boa capacidade antioxidante.
Resultados da triagem antimicrobiana in vitro indicam atividade antibacteriana promissora ¢
também mostra atividade antifungica significativa contra e leveduras. As descobertas
destacam o 6leo essencial como fonte de fortes agentes antioxidantes e antimicrobianos, que
podem ser usados como uma forma alternativa de controlar os radicais livres e combater
microbios resistentes a medicamentos.

Chebbac et al., 2023.

Artemisia vulgaris, (Artemisia) Biden pilosa

A atividade antifingica sobre C. albicans, C. glabrata, C. krusei ¢ C. Parapsilosis. As

Linhares Neto et al., 2018.

indiano) e Laggera pterodonta

poténcia. Tém potencial para se transformar em novos pesticidas livres de poluigdo para a
protecdo de preciosos medicamentos fitoterapicos chineses.

(picdo preto) e Sphagneticola trilobata | espécies sdo capazes de inibir o crescimento das leveduras do género Candida.
(margariddo, mal-me-quer)
Chrysanthemum  indicumn  (crisdntemo | Sdo ativos contra o crescimento de hifas de diferentes fungos, mas com diferentes graus de | Zeng et al., 2021.

Ramat (uma planta ornamental de cultivo
mundial; € um rico produtor de metabolitos
secundarios).

Este estudo revela variagdes na composicdo quimica, particularmente de terpenoides, de
metabolitos secundarios foliares entre diferentes cultivares e suas diferentes habilidades em
funcionar como agentes antifingicos

Xue et al., 2019.

Oleo essencial de 4. Persica Boiss

Tem uma atividade antifungica aceitavel contra cepas de Aspergillus e pode ser usado para
prevenir a contaminagdo fungica de culturas alimentares

Reza, 2021.
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Artemisia negrei L. (planta medicinal e
aromatica mais difundida nas dobradas
montanhas do Médio Atlas, Marrocos)

Oleos vegetais tiveram potente atividade antibacteriana contra Gram-negativos e gram-
positivos. O 6leo também mostrou atividade antifiingica contra Candida albicans, Fusarium
oxysporum e Aspergillus Niger.

Chebbac et al., 2021.

Combretaceae, Asteraceae e Lamiaceae
(familias botdnicas) (familia da horteld)

Maior numero de espécies de plantas com potencial antifingico, utilizando diferentes
metodologias.

Waller et al., 2016.

Fonte: autoria prépria (2023)
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3.4 Avaliagao antioxidante de produtos naturais

As plantas possuem uma variedade de antioxidantes para se protegerem
contra o estresse oxidativo produzido pela exposi¢ado ao sol e oxigénio e por isso sao
consideradas fontes de novos compostos que apresentam a atividade antioxidante
natural (CARVALHO, 2019).

A oxidacgao lipidica pode ocorrer em tecidos animais e vegetais e em produtos
que sao derivados dos mesmos, como 6leos e gorduras. Ocorre quando ha a presenca
do oxigénio com calor, radicais livres, luz, pigmentos e ions metalicos. A oxidagao
diminui e modifica a estrutura de alimentos tornando-os téxicos porque degradam as
vitaminas lipossoluveis e acidos graxos essenciais. Existem 3 tipos de oxidacéo:
autoxidagao, fotoxidagdo e termoxidacdo. A autoxidacdo ocorre pela formacédo de
radicais livres; a fotoxidagdo acontece pela presencga de radiagao UV que degrada os
Oleos e a termoxidagao ocorre quando os 6leos e gorduras sao submetidos a altas
temperaturas sem a presenca do alimento. Alimentos que sdo oxidados podem causar
aterosclerose (DEL RE; JORGE, 2012).

Os antioxidantes sao formados por compostos aromaticos com pelo menos
uma hidroxila e podem ser sintéticos e sao utilizados como organosulfurados,
fendlicos e terpenos. Os antioxidantes primarios interrompem a cadeia de reacao
doando elétrons ou hidrogénio aos radicais livres; ja os antioxidantes secundarios
auxiliam na complexacdo de metais, sequestro de oxigénio, decomposi¢cdo de
hidroperéxidos (DEL RE; JORGE, 2012).

Contra o estresse oxidativo o organismo tem sistemas de defesa como
sistemas enzimaticos e agao dos antioxidantes ndo enzimaticos (vitaminas, polifendis,
flavonoides, carotenoides e licopeno) que auxiliam a neutralizar os radicais livres,
quelar metais e interromper espécies reativas, como oxigénio (DEL RE; JORGE,
2012). Por isso, a definigao de antioxidante como “qualquer substancia que, presente
em baixas concentracdes, quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe
a oxidagao deste substrato de maneira eficaz” (RIBEIRO et al, 2008 apud DEL RE;
JORGE, 2012).

Os vegetais de maneira geral, possuem dois tipos de metabdlitos (SOUZA,
2013):

a) Primarios: sdo encarregados da sobrevivéncia do vegetal porque

exercem agao ativa nos processos de fotossintese, respiracao e fixagao de nutrientes;
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b)  Secundarios: se relacionam com as estratégias de defesa das plantas,
que sao classificados como terpenos, compostos fendlicos e compostos contendo
nitrogénio.

Ja foram detectados mais de 8000 compostos fendlicos em plantas, na forma
de pigmento ou produtos do metabolismo secundario. Estes compostos fendlicos séo
como antioxidantes que agem doando hidrogénio ou elétrons, mas também como
radicais estaveis. Estes compostos fendlicos estao presentes em frutas e vegetais na
forma de flavonoides e ndo flavonoides. Flavonoides sao encarregados dos pigmentos

naturais e possuem estrutura polifendlicas com baixo peso molecular (SOUZA, 2013).

3.5Leveduras do género Candida

Os fungos séo classificados como eucariontes pois apresentam uma parede
celular onde o principal componente é o polissacarideo quitina, uma membrana
citoplasmatica, um citoplasma e um nucleo, com membrana nuclear e material
genético (PEREIRA, 2017). Podem ser unicelulares ou multicelulares como
cogumelos e os fungos filamentosos.

As leveduras do género Candida sao versateis e podem ser encontradas em
varios ecossistemas como solo, alimentos, agua sendo integrantes da microbiota de
homens e animais. Atuam pela degradagao de proteinas e carboidratos para obterem
carbono e nitrogénio para o seu desenvolvimento. In vitro, em agar sabouraud
dextrose, se desenvolvem formando coloragéo de branca a bege com textura lisa ou
enrugada, brilhante ou seca.

Os fungos do género Candida sao da familia Saccharomycetaceae onde as
células sao unicelulares ou micélios. “Sdo microrganismos polimorficos, ovais,
produzem hifas ou pseudo-hifas quando suas formas de brotamentos continuam a
crescer em separados, produzindo cadeias de células alongadas ou contraidos na
septagao entre células [...]" (SILVA; LIMA; SANTOS, LIMA, 2020, p. 4-5)

Este género é o principal grupo de leveduras que sdo capazes de gerar
infecgdes oportunistas nos seres humanos; possui de 150 a 200 espécies e podem
estar localizados no trato gastrointestinal, sistema urogenital, pelo e mucosas dos
humanos (QUADRO 2). Se a pessoa estiver com o sistema imunoldgico
comprometido a Candida pode ser tornar insalubre gerando doengas em varios 6rgaos

desde uma infeccao superficial até uma infecgéo invasiva (VIEIRA; SANTOS 2017).
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Quadro 2 - Espécies de Candida envolvidas em doengas humanas

Espécie Frequéncia  Habitat Manifestacdes clinicas Consideracoes

C. albicans -+ Tubo digestivo Candidoses cutdnea -
mucosa, digestiva, urinaria,

sistémica e candidemias

C. glabrata ++ Tubo digestivo e Vaginites, candidoses Muito frequente em
vias geniturinarias urinaria,  sistémica e pacientes com cancer
candidemia e pode ser resistente

ao fluconazol

C. tropicalis ++ Solo, vegetacdo, Vaginites, candidemias ¢ Muito frequente em

agua candidose sist€mica pacientes com cancer

C. krusei ++ Laticinios e cerveja  Vaginites e candidemias Resisténcia ao
fluconazol

Fonte: adaptado de DEVELOUX; BRETAGNE (apud MELO e SILVA, 2008)

O numero de infecgdes fungicas invasivas tém aumentado. Principalmente
causadas pelas leveduras do género Candida, que podem se manifestar de forma
superficial ou sistémica. Candida glabrata, Candida krusei e Candida albicans s&o
resistentes ao fluconazol e sdo de dificil tratamento e por isso que se busca a
descoberta de novos agentes antifungicos (PEREIRA, 2017).

C. albicans é responsavel por 80% dos casos de candidoses, sendo que C.
glabrata, C. tropicalis e C. krusei também sao responsaveis por volta de 90% dos
casos de Candida associado a candidiase sistémica. Fatores como localizacéo
geografica, instituicdo, mistura de casos, risco do hospedeiro e pratica clinica
influenciam na prevaléncia de espécies de C. albicans; € 0 microrganismo que
prevalece em infec¢des superficiais e invasivas e sua patogenicidade de viruléncia
apresentam estruturas filamentosas que facilitam o ataque nos tecidos, termo
tolerancia e producéo de enzimas (BERGAMO, 2018).

C. glabrata atinge principalmente pacientes idosos e € uma doencga hospitalar.
C. tropicalis € um fungo oportunista em individuos que tém reducao de neutrofilos no
sangue e quando ha eliminagdo da microbiota bacteriana em fungdo do uso de
antibidticos e agravamento na mucosa do trato gastrointestinal. C. krusei um patégeno
ocasional em hospitais que se apresenta em pacientes com doengas hematologicas
e em transplantados sendo resistente ao uso de fluconazol (BERGAMO, 2018).
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Nas ultimas décadas, casos e gravidade de infec¢des fungicas tém levado a
altas taxas de mortalidade e morbidade. Isso deriva do uso generalizado de farmacos
que trazem consequéncias no tratamento pelo surgimento de cepas mais resistentes
levando assim a erros no tratamento (BERGAMO, 2018).

Mas os antifungicos tém limitacao de uso em fungao de perfis de segurancga,
propriedades farmacocinéticas, efeitos colaterais e a resisténcia. Essa ineficacia da
terapia antifungica depende de fatores como resisténcia microbioldgica e clinica;
resisténcia essa que € a falta de sensibilidade ao antimicrobiano (BERGAMO, 2018)

Infecgbes que surgem em fungdo dos fungos tornou-se um fendmeno
reconhecido mundialmente; pode levar a pragas e fome resultando inclusive a
extincdo de espécies e a dificuldade no tratamento de micoses concomitantemente
com o aumento de resisténcia a drogas antifungicas (FISHER; GOW; GUR, 2016).

Essas infeccdes fungicas sao de dificil tratamento por causa de diagndsticos
nao padronizados e por potenciais interagdes toxicas entre antifungicos e
imunossupressores usados durante terapias anti-inflamatérias, como aquelas
estabelecidas em pacientes criticos com COVID-19 (MINA et al, 2022).

Quando se avalia o perfil de sensibilidade dos antifungicos o que se busca é
identificar a forma como se comportam a diversas concentracdes dos antifungicos
existentes, que variam de sensiveis a resistentes em funcao das espécies de Candida
(SOUZA, 2017).

Durante anos o antifungico disponivel para infecgdes invasivas foi a
anfotericina B deoxicolato mas nao era consistentemente efetivo nem adequado para
o tratamento fora do hospital. Na década de 1990, os triazdis auxiliaram no
desenvolvimento de novos farmacos bem como mudaram a epidemiologia das
infeccbes por Candida oferecendo novas opgdes de tratamento (MELO E SILVA,
2008).

A nistatina é obtida a partir de Streptomyces noursei e € um antifungico
polieno. “Esse medicamento liga-se ao ergosterol da membrana fungica, resultado em
extravasamento de eletrdlitos intracelulares e morte celular (CARRILO-MUNOZ et al,
apud MELO e SILVA, 2008, p. 47).

A nistatina e suas formulagbes é conhecida por atuar na membrana celular
fungica, afetando o ergosterol, levando a sua ruptura e morte celular. Os antifungicos
naturais tém vantagens quando comparados aos sintéticos: sao menos toxicos,

induzem menos resisténcia; possuem amplas propriedades antimicrobianas; podem
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exercer agao sinérgica e causam um menor impacto ambiental (CASANOVA; COSTA,
2017).

3.6Sinergismo entre produtos naturais e antifungicos

O uso incorreto de antimicrobianos gerou uma maior resisténcia dos
microrganismos inclusive aos métodos de conservagdo de alimentos. Varias
combinagdes antifungicas comerciais ja foram utilizadas, mas nem sempre o resultado
€ satisfatério. Quando se utiliza compostos naturais, estes podem melhorar a eficacia
dos antifungicos, por sua interagdo aditiva ou sinérgica. Existe uma variedade de
agentes antifungicos que estao disponiveis, tanto para uso tépico ou sistémico, que
sao divididos de acordo com seu alvo de atuacgao: inibidores da biossintese do
ergosterol, antimetabdlicos e inibidores de formagao de parede celular.

No trabalho de Lima et al (2006) sao apresentados alguns estudos que foram
realizados e que indicam o sinergismo de O6leos essenciais com ampicilina, por
exemplo. Contra S. aureus foi constatado a diminuicdo da atividade inibitéria da
ampicilina. A planta Eugenia uniflora teve resultado positivo com relagdo a algumas
cepas de bactérias e fungos.

Como visto anteriormente, os produtos que tém sua origem natural sao
utilizados no mundo inteiro, mas pouco sao utilizados com reconhecimento cientifico.
E importante considerar que a diversidade molecular de produtos de origem natural é
superior ao produto sintético (CASTRO, 2010).

Estudar e descobrir produtos naturais com principios ativos que possuem
atividade antimicrobiana isolada ou combinada com antibiéticos e/ou antifungicos de
uso comum representam uma forma de fazer frente ao microrganismo multirresistente,
além de inibir o contato dos microrganismos com produtos sintéticos, diminuindo
assim o risco de novos ou melhores mecanismos de resisténcia (CASTRO, 2010).

Alguns farmacos sao obtidos através da sintese organica para serem
utilizados no tratamento de infecgbes micéticas. Por exemplo, como antissépticos
como tintura de iodo, violeta de genciana. Observa-se que os produtos naturais séo
biocompativeis e possuem atividade farmacolégica e menor toxicidade.
(DOMINGUES et al, 2022). Por isso, pesquisas sao desenvolvidas para demonstrar
que existem substancias que possuem menor efeito adverso e baixo custo.

No Brasil € o caso da erva de sdo jodo que € muito utilizada como fitoterapico;

estdo disponiveis formas farmacéuticas, liquidas e sélidas, que sao preparadas do
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extrato hidroalcoolico de partes da planta em época de floragdo. Mais de 50 estudos
realizados comprovam a efetividade desses extratos em pacientes com depresséao. O
efeito sinérgico da combinagdo de plantas pode aumentar a biodisponibilidade de
substancias ativas e/ou reduzir suas doses. Disso pode resultar: a) efeitos
farmacocinéticos e b) efeitos farmacodinamicos. (CASANOVA; COSTA, 2017).

3.7 Aplicagao em produtos

Além de serem utilizadas como plantas medicinais pela tradigdo popular,
institutos de pesquisa buscam avaliar o potencial de plantas para a obtengao de novos
farmacos ou fitoterapicos sendo mais eficazes e menos toxicos. A fitoquimica
determina os constituintes quimicos que sdo produzidos pelos vegetais (GREGORIO,
2008).

Se observa um crescente na busca por novos farmacos a partir dos produtos
naturais e isso pode estar relacionado a doengas humanas sejam parasitas, infecgoes,
canceres, que carecem de terapias mais eficazes e menos tdxicas. Por isso pesquisa
e investimentos sdo necessarios para avaliar e validar os efeitos dos produtos
(CANTUARIA, 2018).

Entre os farmacos antifungicos estao imidazdlicos, polienos, equinocandinas,
entre outros, mas apresentam limitagcbées como interacdées com outros medicamentos,
surgimento de novas cepas, entre outros. Por isso a busca por novos agentes
microbianos ou otimizagdo dos que ja estdo no mercado é importante (CANTUARIA,
2018).

No século XXI, mais de 50% dos medicamentos sdo de produtos naturais em
uso clinico, e 80% da populacao faz uso para a atencao primaria a saude. Isso porque
os fitoterapicos possuem menos efeitos adversos (BALESTRA et al, 2022).

No trabalho de Medeiros et al (2018) foi possivel concluir que os compostos
naturais de cepas C. tropicalis dos enantidbmeros (R)-(+)- e (S)-(-)-citronelal [(R)-(+)- e
(S)-(-)-CT] possuem efeito sinérgico quando associado ao cetoconazol.

Dificuldades encontradas no tratamento de patégenos resistentes a
medicamentos criaram a necessidade de novas terapias. Combinagdes sinérgicas de
antibidticos sdo consideradas estratégias ideais no combate a infeccdes clinicas e

multirresistentes.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Material vegetal

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia e também
na Central Analitica da Universidade Tecnologia Federal do Parana — Campus Toledo.

Foram testadas as plantas Vernonanthura cuneifolia (VC), Vernonanthura
discolor (VD), Pterocaulon alopecuroides (PA), Stevia Ileptophylla (SL) e
Astroeupatorium inuloefolium (Al) em extratos bruto e suas fragbes: hexanica,
diclorometano, acetato de etila, hidrometandlica que foram cedidas pelo
Departamento de Quimica (Laboratorio Grupo de Sintese e Produtos Naturais) da
Universidade Estadual de Maringa (UEM). Os extratos foram mantidos em congelador
e protegidos da luz.

As plantas coletadas sao da regidao de Campos Gerais, no municipio de Ponta
Grossa (PR). As espécies foram identificadas pela Profa. Dra. Marta Regina Barroto
do Carmo, do Departamento de Biologia Geral da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG). Uma exsicata de cada espécie encontra-se depositada no herbario
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

Quadro 3: Plantas e seus extratos

Planta Extrato ou Fracao
Vernonanthura cunefolia (VC) Extrato bruto (EB)
Hexanica (FHX)
Diclorometano (FDC)

Acetato de etila (FAC)
Hidrometanolica (FHM)
Vernonanthura discolor (VD) Extrato bruto (EB)
Hexanica (FHX)
Diclorometano (FDC)
Acetato de etila (FAC)
Hidrometanolica (FHM)

Pterocaulon alopecuroides (PA) Extrato bruto (EB)
Hexéanica (FHX)
Diclorometano (FDC)
Acetato de etila (FAC)
Hidrometanolica (FHM)
Stevia leptophylla (SL) Cloroférmica (FCHCI3)
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Butanolica (FbuOH)
Acetato de etila (FAC)
Hexanica (FHX)
Hidrometandlica (FHM)

Astroeupatorium inuloefolium (Al) Extrato bruto (EB)
Hexanica (FHX)
Diclorometano (FDC)
Acetato de etila (FAC)
Hidrometanolica (FHM)

Fonte: autoria prépria, 2023.

Foram utilizadas partes aéreas das plantas (folhas e caules). Apos a
separagao destas partes, o material foi seco em estufa com circulagdo de ar a 3512
°C durante 48h. O material foi triturado com o auxilio de um moinho de facas e
macerado exaustivamente por 4 a 5 extragdes: o solvente extrator foi colocado em
contato com o material vegetal; apos 24 horas a solugdo foi filtrada e o solvente
organico evaporado em evaporador rotativo. Desse processo obteve-se o extrato
bruto das plantas. O solvente etanol foi recuperado e adicionado ao frasco de
extracdo. Esse processo foi repetido de 4 a 5 vezes para que fosse obtida a maxima
extracdo dos constituintes quimicos das plantas.

Para o fracionamento, uma parte de cada extrato bruto foi dissolvidas em uma
mistura de MeOH/H20 1:1 (v/v), e em seguida, foram submetidos a particdo com 3
solventes organicos em gradiente crescente de polaridade (n-hexano, diclorometano
ou cloroférmio e acetato de etila). Apos a remogao dos solventes em um evaporador
rotativo foram obtidas as fragdes hexanica, diclorometano ou cloroférmio, acetato de

etila e fracdo remanescente hidrometandlica referente a cada espécie.

4.2Determinagao da atividade antioxidante utilizando DPPH

A metodologia foi desenvolvida segundo Boroski et al. (2015). Primeiramente,
foi preparada a solugdo de DPPH 0,1192 mmol L através da dissolugdo de 4,0 mg
de DPPH em um baldo volumétrico de 100 mL de metanol. Foi homogeneizado e
levado para o banho ultrassénico por 15 minutos e depois transferido para um frasco
de vidro ambar. As amostras foram preparadas pesando-se 25 mg do extrato e
dissolvendo em 10 mL de metanol em uma concentracéo final de 2,5 mg mL"" de

metanol.
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Para o procedimento utilizou-se 50 uL da solugdo do extrato da amostra na
cubeta. Ao abrigo da luz adicionou-se 3,0 mL da solu¢édo de DPPH e aguardados 30
minutos para a leitura da absorbancia no espectrofotdmetro com o comprimento de
onda a 517 nm. Na construgdo da curva de calibracdo foram utilizadas as
concentragdes de 0, 100, 500, 1000, 1500, 2000 umol L' do padr&o Trolox. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

4.3 Quantificagao de flavonoides

Este procedimento foi realizado de acordo com Boroski et al (2015). Para o
preparo das amostras e padroes foram utilizados em uma concentragao final de 2,5
mg mL' de metanol. A quercetina foi utilizada como padrdo para a curva de
calibracdo. A solugao padrao de quercetina foi preparada em baldo volumétrico pela
adicdo de 10 mg de quercetina em um baldo de 5 mL de metanol, resultando na
concentragdo de 2000 mg L-'. Para a construgdo da curva de calibragdo foram
utilizados os pontos de 0,20, 40, 60, 80, 100 e 160 de concentracido da quercetina.

Foram adicionados a 500 pyL da solugcédo de extrato da amostra, 250 pL da
solugao de cloreto de aluminio 5% e 4,25 mL de metanol. Os tubos foram agitados e
mantidos em temperatura ambiente por 30 minutos. O branco foi preparado nas
mesmas condi¢des, ou seja, 250 pL da solugéo de cloreto de aluminio em um baldo
de 5 mL e completar com metanol. A leitura no espectrofotometro UV-VIS foi feita com
o comprimento de onda em 425 nm.

As analises foram feitas em triplicata.

4.4Teste de associagao de extratos brutos e fragdes com nistatina

Neste teste foi utilizado o meio de cultura caldo Sabouraud Dextrose (CSD)
para a manutengcdo das leveduras e o agar Sabouraud Dextrose (ASD) para os
ensaios microbioldgicos. Tanto o agar como o caldo foram preparados conforme
instrugdes do fabricante, sendo dissolvidos em agua destilada e depois esterilizados
em autoclave a 120 °C por 15 minutos. Foram inoculados os fungos Candida albicans
(ATCC 26790), Candida krusei (ATCC 34135), Candida glabrata (ATCC 2001) e
Candida tropicalis (ATCC 28707).

A definigdo de quais extratos seriam utilizados nesta pesquisa se baseou no

trabalho de Chiqueti; Tiuman (2021) que determinou a atividade antifungica destes
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extratos e fragbes contra as mesmas leveduras e verificaram que VC-EB, VDI-EB, SL-
FCHCIs e SL-FBUOH apresentaram os resultados mais promissores.

Para o teste de sensibilidade ao antifungico nistatina foi utilizado o método de
disco difusdo. Para tanto, foram preparadas placas de Petri contendo ASD e para o
preparo do indculo, foi utilizado o método de suspensédo direta das coldnias das
leveduras Candida albicans, Candida krusei, Candida glabrata e Candida tropicalis
em salina, para obter densidade equivalente ao padrao de turbidez 0,5 da escala
McFarland, correspondente a aproximadamente 1,5 X 108 leveduras/mL. Para a
inoculagao das leveduras nas placas de ASD, um swab estéril foi utilizado e cada
microrganismo foi espalhado de forma uniforme na superficie e aguardou-se alguns
minutos para secarem.

Os extratos brutos e fragdes das plantas foram pesados (0,0100 g), adicionou-
se 100 uL de dimetilsulfoxido (DMSOQO) e agitou-se até completa solubilizacdo. Depois
foram acrescentados 900 uL de caldo Sabouraud, obtendo desta forma uma solugao
de concentragcédo 10 mg/mL. Discos de nistatina (100 U.l. - CECON), foram embebidos
com 10 pyL das solugcdes de extratos brutos ou fragcdes. Posteriormente, fez-se a
aplicacao dos discos contendo nistatina (100 U.l.) na superficie do agar Sabouraud
inoculado com as leveduras e dos discos de antifungico com os extratos brutos ou
fragcbes das plantas. Os testes foram realizados em ftriplicata. As placas foram
incubadas por 24h a 35°C, e apds foram verificados os diametros dos halos de inibicao

por meio de paquimetro calibrado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Atividade antioxidante

O Trolox é derivado do a-tocoferol e por causa do seu potencial antioxidante
reage com a molécula do DPPH. Desta forma, foi utilizado como padrao para a curva
de calibragdo (BOROSKI et al, 2015), onde obteve-se R? = 0,9975 e equagio da reta

y=-0,0004x + 0,9823, onde y € a absorbancia e x, a concentragdo de em pymol de

equivalentes Trolox g (Grafico 1).

Grafico 1: Curva de Calibragao DPPH

DPPH

11,2000
£ 11,0000
E 0,8000 y =-0,0004x + 0,9823
= R2=0,9975
= 0,6000
<
& 0,4000
5
20,2000
<

0,0000

0 500 1000 1500 2000 2500

Trolox (umol de equivalentes g')

Fonte: autoria prépria, 2021

Na determinagao de flavonoides, o cloreto de aluminio € um reagente utilizado
em espectrometria no UV-visivel usando como padrdo, a quercetina. Quando o ion
aluminio AI** se complexa com as moléculas dos flavonoides, estabelece o complexo
estavel de flavonoide -Al**, onde se observa a cor amarela em que a sua intensidade
€ proporcional a concentragéo de flavonoide da amostra analisada (SAVI et al, 2017).
Neste caso, obteve-se R? = 0,9993 e equacao da reta y= 0,0069x — 0,0076, onde y é

a absorbancia e x, a concentragao de quercetina em mg g-'(Gréfico 2).



35

Grafico 2: Curva de Calibragao Flavonoides
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Fonte: autoria prépria, 2021

Foi possivel observar na Tabela 1 que, exceto para V. cuneifolia, as demais
plantas apresentaram maiores atividades antioxidantes utilizando o DPPH para a
fracdo acetato de etila (FAC).

A. inulaefolium apresentou atividade antioxidante para AI-FAC com 1445,95 +
47,35 ymol ET g', de modo que este efeito pode estar relacionado a presenga de
flavonoides, que mostrou um teor de 110,69 + 29,88 mg de quercetina g-'.

Para P. alopecuroides, PA-FAC apresentou maior efeito com a utilizacdo do
DPPH com 3551,06 + 443,14 pymol ET g, onde também apresentou uma alta
concentragéo de flavonoides (116,71 0,27 mg de quercetina g-'). Dado esse que vai
ao encontro do que Ferreira (2009) comentou sobre a planta Pterocaulon: a presenga
de flavonoides.

No caso de S. leptophylla, SL-FAC mostrou 2937,29 + 77,64 umol ET g™,
também com alto valor de flavonoides (260,58 + 47,25 mg de quercetina g-'). Fato
este que esta conforme Bernardi et al (2009): atividade moderada para a fragéo de
acetato de etila para a Stevia.

V. discolor teve maxima atividade com o DPPH para VD-FAC (1161,21 £ 4,02
pumol ET g'), mas o maior conteido de flavonoides, neste caso, foi encontrado em
VDI-FHX (59,49 + 3,88 mg de quercetina g').

V. cuneifolia apresentou a melhor atividade antioxidante para o extrato bruto
(VC-EB) com 1137,04 + 0,72 umol ET g*', com 52,12 + 1,80 mg de quercetina g-! para
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teor de flavonoides, neste caso, um dos maiores se comparado com as fragdes obtidas

destes extratos.

Tabela 1: Resultados do DPPH e flavonoides

DPPH Flavonoides
Planta Extratos ou fragoes
(umol ET g) (mg de quercetina g')
Al-EB 228,29 + 18,21 37,89 £ 0,52
Al-FHX 108,69 + 4,89 29,75 £ 6,57
Austroeupatorium
Al-FDC 233,36 + 13,71 51,07 £ 7,35
inulaefolium
AlI-FAC 1445,98 + 47,35 110,69 £ 29,88
Al-FHM 414,13 £ 19,41 27,72 £ 0,25
PA-EB 904,97 + 3,21 148,73 £ 2,45
PA-FHX 126,97 £ 7,37 41,34 £ 2,10
Pterocaulon
PA-FDC 1341,63 + 94,10 178,35 + 37,85
alopecuroides
PA-FAC 3551,06 + 443,14 116,71 £ 0,27
PA-FHM 1367,42 + 24,66 12,27 £ 0,18
SL-FHX 78,71 £ 26,26 28,64 + 1,16
SL-FCHCL3 322,46 + 29,32 41,28 £ 0,57
Stevia leptophylla SL-FAC 2937,29 + 77,64 260,58 + 47,25
SL-FBUOH 1066,58 + 218,44 62,63 + 5,32
SL-FHM 552,88 + 12,50 12,10 £ 0,11
VC-EB 1137,04 £ 0,72 52,12+ 1,80
VC-FHX 74,31+ 11,12 60,74 £ 2,32
Vernonanthura
VC-FDC 767,46 £ 12,14 39,29 £ 0,89
cuneifolia
VC-FAC 735,73+ 2,79 37,14 £ 1,76
VC-FHM 699,30 + 94,06 30,20 + 1,25
VDI-EB 894,54 + 37,44 36,76 + 2,99
VDI-FHX 0 59,49 + 3,88
Vernonanthura
VD-FDC 269,63 + 6,61 47,97 + 4,11
discolor
VDI-FAC 1161,21 £ 4,02 30,67 + 1,18
VDI-FHM 1137,04 + 2,60 10,24 £ 0,15

Legenda: ET: equivalentes Trolox, Al: Austroeupatorium inulaefolium, PT: Pteurocaulon
alopecuroides, SL: Stevia leptophylla, VC: Vernonanthura cuneifolia, VDI: Vernonanthura
discolor, EB: extrato bruto, FHX: fracdao hexano, FDC: fragao diclorometano, FAC: fragao
acetato de etila, FHM: fragcao hidrometandlica, FCHCI3: fragao cloroféormio, FbuOH: fragao
butandlica.

Fonte: Autoria prépria (2021).
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As plantas da familia Asteraceae tém tendéncia ao acumulo de poliacetilenos,
diterpenoides, lactonas e flavonoides, que protegem contra os herbivoros e invasao
de microrganismo; sendo assim uma vantagem seletiva pertencente a maioria das
espécies que pertencem a esta familia (MONTEIRO, 2015).

A importancia de plantas possuirem flavonoides parece indicar que ha alta
atividade antioxidante, o que é capaz de reduzir os efeitos prejudiciais gerados pelos
radicais livres (MONTEIRO, 2015). Eles estdo presentes in natura em alguns
alimentos, por exemplo no vinho tinto, que possui mais flavonoides do que o vinho
branco, porque é amadurecido do suco de uva com sementes e cascas; por outro lado
o vinho branco vem da separagao do suco da semente e da casca (FONSECA et al,
2016).

E no caso dessa pesquisa, observa-se que a planta Pterocaulon
alopecuroides possui atividade antioxidante para o extrato de acetato de etila,
conforme apresentado por Silveira (2009). As cumarinas desta planta possuem
atividade antimicrobiana quando associada; quando isoladas, sao inativas.

Em estudos realizados por Souza (2007) chegou-se a conclusao de que em
33 espécies do género Eutpatorium (familia Asteraceae) apresentaram resposta a
ensaios de bioatividade, inclusive antioxidante.

Por isso € importante escolher os antioxidantes naturais e qual sua aplicagao
em produtos porque eles variam em sua concentragao, formulas e interagbes com
outros ingredientes.

Os dados desta pesquisa estdo de acordo com Miyazaki (2013) onde narra
que plantas da familia Asteraceae possuem atividade antifungica bem como tem
elevada atividade para extrato de acetato de etila (SILVEIRA, 2009).

5.2Efeito da combinacao de extratos brutos e fragoes de plantas com a nistatina

Dentre os meétodos para determinar o grau de sensibilidade a um
antimicrobiano esta o teste de disco-difusdo, que é muito utilizado e auxilia na
avaliacdo dos microrganismos frente a produtos farmacéuticos e resulta em
evidéncias de que ha resisténcia em funcao da degradacao de agentes microbianos
pelos microrganismos (CARDOSO, 2022).

A partir dos testes de difusdo em disco, os halos de inibigdo foram medidos

e os resultados estdo na Tabela 2.
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Tabela 2 - Resultados do ensaio de difusdao em disco de nistatina e associagcido com extratos
brutos e fragdes de plantas da familia Asteraceae contra leveduras da espécie Candida.

Os halos sao expressos em mm

Substincias Testadas

Levedura Nistatina Nistatina + Nistatina +VDI-  Nistatina +SL- Nistatina +SL-
VC-EB EB FCHCI: FBuOH
C. albicans 11,97 + 0,06 18,30 £ 0,66 12,75+ 0,57 14,64 £ 0,42 13,20+ 0,22
C. krusei 13,16 + 0,69 13,51 + 0,64 13,81+ 0,78 14,04 £ 0,62 11,50+ 1,87
C. glabrata 15,40 = 1,35 13,61 £ 0,54 12,23 £ 0,41 13,87+ 0,51 12,61 £ 1,14
C. tropicalis 13,26 £ 0,26 15,27+ 0,87 15,67 £ 0,84 15,63 +0,12 12,24+ 2,16

Legenda: VC: Vernonanthura cuneifolia, VDI: Vernonanthura discolor; SL: Stevia leptophylia;
EB: extrato bruto, FCHCI: fragao cloroférmica; FBuOH: fragdo butandlica.

Fonte: Autoria prépria (2022).

Quando foi avaliado o antifungico nistatina (100 U.l.) a interpretagcdo dos
resultados foi realizada de acordo com os critérios recomendados pelo Centro de
Controle e Produtos para Diagnosticos Ltda (CECON): quando a zona de inibigéo é >
10 mm significa que é sensivel e quando a zona de inibigdo é < 10mm é resistente.

Ao avaliar as interagdes dos extratos brutos e fracdes de plantas da familia
Asteraceae com a nistatina foi considerado sinergismo quando o halo de inibigdo da
combinagao foi 22 mm em relagdo ao antifungico isolado e como antagonismo quando
foi menor que a nistatina isolada. O efeito indiferente foi determinado quando a
combinagao foi < 2 mm ou igual a nistatina isolada (MEDEIROS et al, 2018)

No caso das leveduras C. albicans e C. tropicalis VC-EB e SL-FCHCI3
apresentaram efeito sinérgico com a nistatina de modo que este mesmo efeito ainda
foi visualizado com VDI-EB para a ultima levedura. Para a levedura C. krusei a SL-
FBuOH mostrou efeito antagbnico com a nistatina e para C. glabrata todas as
associagdes demonstraram este mesmo efeito. Nas demais associagbes testadas
com as leveduras do género Candida, todas foram consideradas indiferentes. Talvez
isso seja devido a resisténcia que as leveduras desenvolvem com o passar do tempo
ou porque os extratos ndo sdo adequados a essas leveduras. Isso vem ao encontro
de varios artigos mencionados neste trabalho. Como visto nos dados, a nistatina é
sensivel as leveduras porque o halo de inibigdo € >10 mm mas quando associada aos

extratos somente com a planta VC-EB foi mais perceptivel essa combinagao.
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No trabalho realizado por Fenner et al (2006) encontraram 409 espécies de
vegetais que sao utilizadas para tratamento de sinais e sintomas, que estao
distribuidas em 98 familias, sendo a segunda mais mencionada, plantas da familia
Asteraceae. Essa familia € uma das prioritarias em estudos de avaliagdo antifungica.

Mudangas nos processos intracelulares dos antifungicos e alteragcbées nas
enzimas responsaveis pelas vias metabdlicas sdo mecanismos que podem levar a
resisténcia antifungica. Essas alteragdes podem ocorrer em fungos, tornando-os
menos suscetiveis aos efeitos dos antifungicos.

No caso especifico dos polienos, como a nistatina, as alteragdes nas vias de
sintese do ergosterol e no conteudo de ergosterol na membrana tém sido identificadas
como um dos principais motivos de resisténcia adquirida. O ergosterol é um
componente essencial da membrana dos fungos, e os polienos agem ligando-se ao
ergosterol, alterando a integridade da membrana e levando a morte celular do fungo.
Portanto, quando ocorrem mudangas nas vias de sintese do ergosterol ou na
quantidade de ergosterol presente na membrana, os polienos podem ter sua eficacia
reduzida, que pode ser o caso da indiferenca das plantas e seus extratos neste
trabalho (ARAUJO, 2018).

E importante ressaltar que a resisténcia antifingica pode ser multifatorial e
envolve diferentes mecanismos. Os fungos podem desenvolver resisténcia através de
mutagdes genéticas ou por transferéncia de genes de resisténcia entre diferentes
espécies de fungos. Além disso, a exposigdo repetida aos antifungicos pode
selecionar cepas resistentes ao longo do tempo (ARAUJO, 2018).

Os estudos sobre resisténcia antifungica e os mecanismos envolvidos sao
de extrema importancia para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e
0 uso adequado dos antifungicos disponiveis.

Giordani, Santin e Cleff, (2015) detectaram 78 familias e 208 espécies de
vegetais, sendo que familia Asteraceae foi uma das que apresentou um numero maior
de espécies. Conforme os autores, 428 extratos vegetais apresentaram agéo anti-
Candida, entre eles diclorometanicos, aquosos, etandlicos e metandlicos.

Em pesquisa realizada por Giordani, Santin e Cleff (2015) foi utilizado
hidroxichavicol isolado a partir da fragao cloroférmica do extrato da planta sobre 124
cepas de fungos e entre eles estdo C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis
constatando a agdo antifungica sobre todos os microrganismos. Com isso pode-se

observar que ha interesse da comunidade cientifica em obter extratos com acao sobre
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leveduras do género Candida sendo que existem muitas plantas com potencial de
inibicdo. Algumas dessas plantas necessitam de concentragbes mais altas dos
extratos e apresentam baixa inibicdo de crescimento ou eliminagao destas leveduras.
Diferengas na atividade dos extratos podem ocorrer com base nos métodos de
avaliacao, tipo de avaliacéo, parte vegetal utilizada. Como resultado disso, pode-se
observar que as plantas da familia Asteraceae sao antifungicas (GIORDANI, SANTIN
e CLEFF, 2015).

Os dados desta pesquisa estdo de acordo com Miyazaki (2013) onde narra

que plantas da familia Asteraceae possuem atividade antifungica.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Do conhecimento adquirido para a realizagao deste trabalho constata-se que
ha uma busca por novos agentes antimicrobianos, especialmente de fontes naturais.
Ou seja, séo fontes de produtos biologicamente ativos, sendo possivel sua sintese
para farmacos. E que € possivel que algumas plantas possuam atividade contra
agentes resistentes a antibidticos. Com esta pesquisa, verificou-se a partir das plantas
avaliadas que A. inulaefolium, P. alopecuroides, S. leptophylla e V. discolor
apresentaram as maiores atividades antioxidantes para a fragao acetato de etila. Esta
atividade pode estar relacionada com o conteudo de flavonoides existente nesta
fracdo, uma vez que apresentaram altos valores quando comparados ao extrato bruto
ou demais fragdes. Assim, plantas da familia Asteraceae podem constituir fontes de
compostos antioxidantes e estudos adicionais devem ser realizados.

Pela técnica de difusdo em disco € possivel determinar a sensibilidade de
substancias antifungicas de forma rapida e pratica. Desta forma foi possivel avaliar
neste estudo, o efeito dos extratos brutos ou fragdes de plantas da familia Asteraceae
com antifungico nistatina. As interagbes de VC-EB e SL-FCHCI3 com o agente
antifungico foram consideradas positivas contra C. albicans e C. tropicalis e VDI-EB
contra C. tropicalis, ou seja, apresentaram efeito sinérgico.

Cruzando as informacgbes é possivel observar que a planta Vernonanthura
cuneifolia em seu extrato bruto € a que responde melhor tanto como antioxidantes
quanto na associacdo com nistatina. Também se observa nesta planta um teor de
flavonoides.

Estudos adicionais devem ser realizados para complementar os resultados
alcangados nesta pesquisa, e verificar a possibilidade de utilizagdo de produtos
naturais associados a antifungicos para combater infec¢gdes causadas por leveduras

do género Candida.
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