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RESUMO 

 

A Guapira graciliflora Mart. é uma planta medicinal, comumente encontrada na caatinga, no 

semi-árido brasileiro e bastante utilizada pela população local em função de suas atividades 

antituberculose, anti-inflamatória e cicatrizante. O objetivo do presente estudo foi avaliar in 

vitro os potenciais antifúngico, antibiofilme e antiproliferativo da G. graciliflora. Foi obtido 

um extrato hidroalcóolico das folhas da G. graciliflora através do processo de maceração. 

Posteriormente foi realizado fracionamento através de coluna filtrante em funil de placa 

porosa. A caracterização química do extrato foi realizada através de Espectrometria de Massas 

com ionização por eletrospray (ESI-MS). A atividade antifúngica do extrato da G. graciliflora 

e de suas frações foi avaliada através do método da microdiluição em caldo com determinação 

das Concentrações Inibitória Mínima e Fungicida Mínima (CIM/CFM), frente à Candida 

albicans ATCC 10231; Candida glabrata CBS 07; Candida krusei CBS 573 e Candida 

dubliniensis CBS 7889. A capacidade em inibir a formação de um biofilme de C. albicans foi 

avaliada considerando o número de unidades formadoras de colônias (UFC/mL), a atividade 

metabólica (MTT) e o potencial hidrogeniônico (pH). A atividade antiproliferativa do extrato 

e de suas frações foi avaliada sobre linhagens de células tumorais (U251, MCF-7, NCI-

ADR/RES, 786-0, NCI-H460, PC-3, HT-29) e não-tumoral humanas (HaCaT) através do 

método da Sulforrodamida B. A citotoxicidade do extrato foi avaliada sobre a linhagem de 

macrófagos RAW 264.7 também pelo método da Sulforrodamina B. A caracterização 

fitoquímica do extrato indicou a presença sugestiva dos flavonoides rutina e kaempferol. O 

extrato e sua fração metanólica exibiram moderada atividade antifúngica sobre C. albicans, C. 

glabrata e C. krusei e forte atividade sobre C. dubliniensis. A análise da atividade metabólica 

e a contagem de células viáveis nos biofilmes de 24 e 48 horas demonstrou diferenças 

estatisticamente significativa (p < 0,05) apenas para a contagem de células viáveis em 24 

horas e para a atividade metabólica em 48 horas, cujas concentrações do extrato de 125 

µg/mL e 62,5 µg/mL foram as que mais reduziram o número de UFC/mL (34,1% e 36,9%, 

respectivamente) e a concentração de 250 µg/mL foi a mais efetiva em diminuir a atividade 

metabólica (50,79%) das células de C. albicans. Os valores de pH observados nos biofilmes 

tratados com o extrato foram maiores do que naqueles sem tratamento. O extrato e suas 

frações não apresentaram efeito antiproliferativo sobre as linhagens tumorais testadas, com 

médias de atividade (log GI50) maior e igual a 1,71 µg/mL. A viabilidade celular dos 

macrófagos foi mantida acima de 80% para concentrações do extrato até 62,5 µg/mL. O 

extrato das folhas da G. graciliflora possui flavonoides em sua composição química. 



 
 

Apresenta potenciais antifúngico e antibiofilme, sem evidências significativas de atividade 

antiproliferativa sobre linhagens de células tumorais e não tumorais humanas. 

 

Palavras-chaves: Guapira graciliflora Mart. Plantas medicinais. Produtos com ação 

antimicrobiana. Ensaios de seleção de medicamentos antitumorais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Guapira graciliflora Mart. is a medicinal plant, commonly found in the caatinga, in the 

Brazilian semi-arid and widely used by the local population because of their antituberculosis, 

anti-inflammatory and healing activities. The aim of this study was to evaluate in vitro the 

antifungal, antibiofilm and antiproliferative potential of G. graciliflora. A hydroalcoholic 

extract of G. graciliflora‘s leaves was obtained. Then, the extract was fractionated by filter 

column on fritted funnel. The chemical characterization of the extracts was performed by 

Electrospray Ionization Mass Spectrometry (ESI-MS). The antifungal activity of G 

graciliflora extract and its fractions was evaluated by broth microdilution method to 

determine the Minimum Inhibitory and Fungicidal Concentrations (MIC / MFC) against 

Candida albicans ATCC 10231; Candida glabrata CBS 07; Candida krusei CBS 573 and 

Candida dubliniensis CBS 7889. The ability to inhibit formation of a C. albicans biofilm was 

evaluated considering the number of colony forming units (CFU/ml), the cell metabolic 

activity (MTT) and hydrogenic potential (pH). The antiproliferative activity of the extract and 

its fractions were evaluated against human tumoral cell lines (U251, MCF-7, NCI-ADR/RES, 

786-0, NCI-H460, PC-3, HT-29) and not tumoral cell line (HaCat) by Sulforhodamine B 

assay. The cytotoxicity of the extract was evaluated on the line RAW 264.7 macrophages also 

by Sulforhodamine B assay. The phytochemical characterization of the extract indicated the 

suggestive presence of the flavonoids rutin and kaempferol. The extract and its methanol 

fraction showed moderate antifungal activity against C. albicans, C. glabrata and C. krusei 

and strong activity against c. dublniensis. The analysis about the metabolic activity and the 

number of viables cells at 24  and 48 hours biofilms showed diference (p < 0,05) only for the 

number of viables cells at 24 hours and the metabolic activity at 48 hours, with the extract‘s 

concentrations of 125 µg/mL and 62,5 µg/mL reducing the major number of CFU/mL (34,1% 

and 36,9%. respectively) and the concentration of 250 µg/mL was the most effective in 

decrease the metabolic activity (50,79%) of C. albicans cells. The pH values observed in 

biofilms treated with the extract were higher than those observed in untreated biofilm. The 

extract and its fractions have no antiproliferative effect against tumor cell lines tested, with 

average activity (mean log GI50) greater and equal to 1.71 mg/mL. Cell viability of 

macrophages was maintained above 80% for the extract concentrations up to 62,5 mg/mL. 

The extract of G. graciliflora‘s leaves has flavonoids is its chemical composition. Also has 

antifungal and antibiofilm potential, without significance evidence of antiproliferative activity 

against tumor and not tumor cell lines. 



 
 

Keywords: Guapira graciliflora Mart. Medicinal plants. Products with antimicrobial action. 

Antitumor drugs selection trials. 
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1. CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

1.1 Plantas medicinais 

 

As plantas, ao longo da história, têm sido utilizadas como fonte de medicamentos para o 

tratamento de uma série de doenças humanas. Isto induziu a avanços no conhecimento 

científico sobre a eficácia terapêutica de produtos naturais, com descobertas de novos 

compostos bioativos (CRAGG et al., 2014). Assim, a utilização de constituintes derivados de 

plantas na área farmacêutica tem crescido de forma significativa, cujos resultados podem ser 

atribuídos à variedade das propriedades medicinais e a sua considerada toxicidade mínima ou 

nula, quando comparados à drogas sintéticas (TAN et al., 2015). 

Em países desenvolvidos, cerca de dois terços da população fazem uso de plantas como 

fonte de medicamentos (COSTA et al., 2015). No Brasil, este fato também se constitui uma 

realidade, principalmente devido à expressiva biodiversidade vegetal do país. Nos últimos 

anos, pesquisas nessa área têm se destacado, com o intuito de respaldar cientificamente o uso 

dessas plantas na medicina tradicional, assim como, desenvolver novos produtos de aplicação 

clínica, considerando suas propriedades antimicrobiana (OLIVEIRA, J. R. et al., 2014), 

anticâncer (BRITTO et al., 2012; QUINTANS et al., 2013) e antioxidante (CASAGRANDE 

et al., 2014; VARGAS et al., 2016). 

A utilização de plantas tem contribuído para os cuidados em saúde, na prevenção e/ou 

tratamento de doenças, especialmente as de natureza infecciosa, consideradas como grande 

ameaça à saúde pública. Isto pode ser decorrente dos estudos farmacológicos, que têm 

demonstrado a presença de agentes antimicrobianos em diversas plantas. Além disso, a 

população parece optar pelos produtos naturais, por conhecerem os efeitos secundários 

associados à utilização excessiva ou indiscriminada de medicamentos alopáticos, quando 

comparados àqueles advindos da natureza (ABDOLLAHZADEH et al., 2011; AKINPELU et 

al., 2015).  

Após a determinação do potencial antimicrobiano de uma planta medicinal, é 

recomendável pesquisar o seu potencial in vitro em causar danos às células normais do 

hospedeiro, além do seu efeito sobre linhagens tumorais, com vistas ao desenvolvimento de 

um produto de uso terapêutico (RODEIRO et al., 2006). Estes ensaios biológicos são 

ferramentas essenciais para dar continuidade aos estudos que visam a busca por substâncias 

bioativas, na perspectiva de desenvolvimento de novos fármacos (PILATOVA et al., 2010; 

ZAKARIA et al., 2011). 
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Considerando que a maioria das doenças que acometem a cavidade oral são de origem 

microbiana e que a resistência por parte de alguns causadores de tais infecções aumentou 

consideravelmente (KUREK et al., 2012), o potencial de plantas medicinais e de produtos 

naturais para o tratamento destas doenças tem sido investigado com o objetivo de tratar ou 

reduzir infecções orais, de forma a garantir a sua indicação segura para a população em geral 

(LINS et al., 2013; FREIRES et al., 2014; LIMA et al., 2014; FERREIRA et al., 2015; 

FREIRES et al., 2015). 

 

1.2 Candidíase  

 

Dentre as infecções da cavidade oral, destaca-se a candidíase, causada por fungos do 

gênero Candida, considerada a infecção fúngica mais prevalente em humanos. Pode se 

manifestar na forma tópica ou sistêmica e envolver diferentes sítios do corpo humano, como 

as mucosas da cavidade oral e do trato geniturinário feminino (PELEG et al., 2010; GOW et 

al., 2011). As espécies do gênero Candida são microrganismos comensais e o estabelecimento 

da infecção está geralmente associado a fatores predisponentes, como comprometimento 

imunológico e utilização de antibióticos de largo espectro (PELEG et al., 2010; GOW et al., 

2011; WILIIAMS et al., 2013). 

 Neste sentido, a perda do equilíbrio entre a imunidade do hospedeiro e a 

patogenicidade do microrganismo pode resultar num crescimento descontrolado de Candida 

sp, que além de causar infecções nas superfícies da pele e das  mucosas, pode, de forma mais 

agressiva, invadir os tecidos mais profundos, disseminando a infecção para outros órgãos 

(SANTOS et al., 2013).  

As espécies de Candida constituem um dos grupos de microrganismos mais isoladas em 

hospitais, sendo responsáveis por cerca de 10% das infecções adquiridas em unidades de 

tratamento intensivo e representam o terceiro ou quarto patógeno mais comum em infecções 

sistêmicas, podendo atingir um índice de mortalidade de 30% a 50% (PAPPAS et al., 2003; 

WISPLINGHOFF et al., 2004; PERLROTH et al. 2007; PFALLER et al., 2007).  Além disso, 

a candidíase oral está presente em cerca de 80% a 90% de indivíduos portadores do vírus 

HIV, resultando no aumento da internação destes pacientes e das despesas médicas (FIDEL, 

2011; SANTOS, 2010). 

A incidência da candidíase nas últimas décadas gerou impacto negativo na saúde 

pública. O aumento da prevalência pode ser decorrente do crescente número de pacientes 

imunocomprometidos, da utilização de cateteres intravenosos, nutrição parenteral exclusiva, 
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ampla utilização de antibióticos de largo espectro, bem como, do aumento de infecções por 

espécies não-albicans, intimamente relacionadas à resistência antifúngica (ORTEGA et al., 

2011; PFALLER et al., 2011; SILVA et al., 2012b; SARDI et al., 2013). 

Fungos do gênero Candida são organismos eucariontes que possuem parece celular, 

composta por uma camada interna de quitina e β-1-3-glucano, sobre a qual outros 

polissacarídeos e glicoproteínas estão aderidos (ERWIG E GOW, 2016). Possuem 

morfogênese celular variada, podendo se apresentar na forma de levedura, hifa e/ou 

pseudohifa e podem se organizar em dois estilos de vida: planctônico e em biofilme (WONG 

et al., 2014). 

 A C. albicans é a espécie que mais se destaca na patogênese da candidíase, 

principalmente em função dos seus fatores de virulência, como a capacidade de diferenciação 

de levedura para hifa (dimorfismo), expressão de fatores de adesão e a secreção de enzimas 

hidrolíticas (SILVA et al., 2012b), favorecendo o seu desenvolvimento mais frequente, em 

relação às demais espécies (CORONADO-CASTELLOTE e JIMÉNEZ-SORIANO, 2013).  

Estes fatores de virulência da C. albicans viabilizam a sua habilidade em formar 

biofilmes sobre uma variedade de superfícies, como prótese dentária e cateteres, passando a 

produzir uma matriz orgânica, polimérica que a protege da remoção por forças de 

cisalhamento e por agentes químicos. Além disso, quando aderida à superfícies bióticas, como 

as superfícies da mucosa, a C. albicans pode penetrar o epitélio através da liberação de 

enzimas hidrolíticas, ocasionando uma resposta inflamatória (THIELE et al., 2008). 

Esta interação entre a C. albicans e as células epiteliais é responsável pela ativação do 

sistema imunológico, em que células fagocíticas, como macrófagos e neutrófilos, são 

ativadas. (HANI et al., 2015; CABEZON et al. 2016). Estas células possuem uma variedade 

de receptores de reconhecimento padrão que reconhecem fungos patogênicos (CUI et al., 

2016), e desta forma, constituem a primeira linha de defesa conta infecções microbianas, 

impedindo o  desenvolvimento da candidíase (SEIDER et al., 2010).  

Os macrófagos são células que desempenham um papel essencial na manutenção da 

homeostase nos tecidos, por desenvolverem uma resposta primária frente aos patógenos 

(GORDON E TAYLOR, 2007). Sua relevância em relação à infecção causada por C. albicans 

é estudada (CABEZON et al., 2016; CUI et al., 2016; ERWIG E GOW, 2016), devido à sua 

capacidade em fagocitar e eliminar o fungo em sua forma de levedura, além de recrutar e 

ativar outras células relacionadas aos mecanismos de imunidade (GOW et al., 2011).  

Estudos sobre a interação entre Candida e macrófagos podem fornecer informações a 

respeito de novos fatores de virulência que possam contribuir para o desenvolvimento de 
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novos tratamentos (CABEZÓN et al., 2009; FERNANDÉZ-ARENA et al., 2009), além de 

esclarecer os mecanismos de ação pelos quais o corpo humano pode desenvolver uma 

resposta imune à infecção causada por Candida (MARTÍNEZ-SOLANO et al. 2009; 

REALES-CALDERON et al., 2012; REALES-CALDERON et al., 2013; REALES-

CALDERON et al., 2014; CABEZON et al., 2016). 

 Existem evidências de que fármacos derivados de produtos naturais possuem a 

capacidade de modular vários mediadores inflamatórios, incluindo seus efeitos na expressão 

de moléculas pró-inflamatórias, consideradas a chave da inflamação (OLIVEIRA, R. G. et al., 

2014; DZOYEM et al., 2015; JANG et al., 2015; SUGATA et al., 2015; TAN et al., 2015), o 

que pode contribuir para a identificação de novos compostos que sejam seguros, para a 

prevenção e tratamento de processos inflamatórios (HUR et al., 2012).  

A formação do biofilme de Candida ocorrre basicamente em três fases: inicial (0 a 11 

horas), intermediária (12 a 30 horas) e maturação (38 a 72 horas). A fase inicial é 

caracterizada pela adesão e desenvolvimento de blastósporos em microcolônias distintas. Na 

fase intermediária inicia-se a produção da matriz extracelular polimérica, onde pode ser 

identificada uma estrutura em bicamada, com presença de leveduras, tubos germinativos e 

algumas hifas. A fase de maturação é caracterizada pela presença de uma camada espessa de 

matriz, densa rede de hifas e leveduras (CHANDRA et al., 2001). 

O biofilme propicia ao microrganismo alta capacidade de resistência à ação de agentes 

antifúngicos, conferida pela presença da matriz extracelular, impedindo a penetração do 

fármaco no interior do biofilme, limitando sua ação sobre as células fúngicas (NETT et al., 

2011)  

Como mencionado anteriormente, a candidíase pode ser decorrente de vários fatores 

predisponentes. No caso da candidíase oral, uma condição que favorece o seu 

desenvolvimento é o uso de prótese dentária total mal higienizada, que propicia a instalação 

de uma lesão conhecida como estomatite protética. Esta condição é bastante prevalente, com 

ocorrência em mais de 65 % dos usuários de prótese dentária total superior. Clinicamente, 

apresenta-se como áreas eritematosas na mucosa do palato, subjacente a superfície da prótese 

(WILLIAMS et al. 2011; WILLIAMS e DAVIS, 2011).  A infecção ocorre após a formação 

do biofilme na superfície acrílica da prótese mal higienizada, especialmente na face que 

permanece em contato direto com a mucosa do palato. (PEREIRA-CENCI et al. 2010; 

WILLIAMS et al. 2011; TELES et al. 2012).  

A infecção nesta região é protegida dos mecanismos de remoção do hospedeiro, devido 

ao baixo fluxo salivar na região afetada e pela formação do biofilme na superfície acrílica da 
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prótese, que não é removido pela descamação natural, como ocorre nas superfícies epiteliais 

(CAVALCANTI et al., 2015). Portanto, o uso de prótese dentária com higiene deficiente pode 

influenciar diretamente no surgimento e na severidade da estomatite protética, uma vez que 

propicia a adesão inicial da Candida aos tecidos e subsequente infecção (PEREIRA-CENCI et 

al., 2008; SILVA et al., 2010).  

Considerando o aumento da resistência de espécies de Candida aos agentes antifúngicos 

(OLIVEIRA et al., 2006) e a necessidade em identificar métodos efetivos de 

higienização/desinfecção para a remoção diária do biofilme dental (SOUZA et al., 2009), 

torna-se fundamental a busca por terapias alternativas e/ou complementares, tendo crescido o 

interesse sobre as propriedades antimicrobianas de extratos vegetais, importantes para a 

Odontologia, podendo constituir alternativas viáveis e eficazes para prevenção e tratamento 

de doenças bucais (LIMA et al., 2014). 

 

1.3 Mecanismos de ação dos antifúngicos em espécies de Candida 

 

Fármacos antifúngicos são desenvolvidos e utilizados para o tratamento efetivo de 

infecções, tópicas ou sistêmicas, causadas por diferentes patógenos, como as espécies de 

Candida (KABIR E AHMAD, 2013). Em comparação aos fármacos antibacterianos 

disponíveis, a disponibilidade de agentes antifúngicos para o tratamento de infecções fúngicas 

é significativamente menor, principalmente pelo fato de que fungos são organismos 

eucarióticos, o que dificulta a identificação de fármacos que eliminem os patógenos, sem 

causar toxicidade às células do hospedeiro (TSUI et al., 2016).  

O tratamento de eleição da candidíase baseia-se na localização anatômica da infecção, 

imunidade do paciente, espécie responsável pela infecção e susceptibilidade das espécies de 

Candida aos agentes antifúngicos. Em geral, os mecanismos de ação desempenhados por 

agentes antifúngicos estão relacionados à inibição da formação da parece celular, à ruptura da 

membrana celular e à inibição da divisão celular (HANI et al., 2015). 

 Os agentes antifúngicos, por sua vez, são classificados de acordo com alvo celular e 

com o modo de ação, existindo as seguintes classes de fármacos disponíveis para o tratamento 

de infecções fúngicas: azóis, polienos, equinocandinas, alilaminas e análogos da pirimidina 

(WILLIAMS E LEWIS, 2011; MATHE E VAN DIJCK, 2013). 

 Os antifúngicos poliênicos possuem espectro de ação superior à outras drogas 

anifúngicas, exibindo ação fungicida, ao contrário do azóis (MOEN et al., 2009). Os polienos 

mais comumente utilizados são a anfotericina B, a nistatina e a nitamicina (KABIR E 
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AHMAD, 2013). Essas drogas atuam por ligação direta ao ergosterol, induzindo o 

extravasamento de eletrólitos e do conteúdo citoplasmático da célula, através da formação de 

canais de íons transmembranares, provocando a morte da célula fúngica (AL-DHAHERI E 

DOUGLAS, 2010; WILLIAMS E LEWIS, 2011; MATHE E VAN DIJCK, 2013; HANI et 

al., 2015). 

 A anfotericina B possui interação intermolecular com o ergosterol, interagindo 

pobremente com a sua contraparte em mamíferos, o colesterol (MATSUMORI et al., 2009). 

Porém apesar de possuir ampla especificidade contra uma variedade de fungos patógenos, é 

considerada tóxica para células humanas, com risco de falência renal em pacientes que estão 

sobre seu tratamento (KABIR E AHMAD, 2013). 

 Os fármacos pertencentes à classe dos azóis constituem um dos grupos mais utilizados 

para o tratamento de infecções causadas por Candida. São classificados em imidazóis ou 

triazóis de acordo com a presença de dois ou três nitrogênios no anel azólico. Possuem ação 

biológica fungistática, com largo espectro contra fungos filamentosos e leveduras. Atuam na 

biossíntese do ergosterol (KABIR E AHMAD, 2013), esteroide encontrado na membrana 

celular do fungo essencial para a manutenção da integridade desta estrutura (TOLEDO et al., 

2015). Os azóis como o fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol bloqueiam a 

enzima lanosterol 14-α-dimetilase e reduzem o nível de ergosterol necessário para a 

membrana celular (CARRILLO-MUÑOZ et al., 2006). Isto gera o acúmulo de precursores do 

ergosterol (lanosterol, dimetil zimosterol e metileno dihidrolanosterol), o que altera a estrutura 

e função da membrana celular, facilitando a penetração do fármaco no interior da célula (ABE 

et al., 2009).  

O uso indiscriminado do fluconazol está associado ao aumento de linhagens resistentes, 

principalmente em pacientes portadores do vírus HIV, devido a alta prevalência de candidíase 

oral nesta população, alvo do tratamento profilático prolongado para a prevenção desta 

infecção (FIDEL, 2011). Novos azóis surgiram como opções terapêuticas, como o itraconazol, 

utilizado no tratamento da candidíase oral, e o voriconazol e posaconazol, utilizados para 

tratamento de infecções mais invasivas de Candida (TSUI et al., 2016). 

As equinocandinas são compostos pertencentes à classe das lipoproteínas, com 

atividade fungicida sobre espécies de Candida (KABIR E AHMAD, 2013). Os fármacos 

desta classe mais utilizados são a caspofungina, micafungina e anidulafungina (PERLIN, 

2011), que atuam inibindo a enzima β-1,3-glucana sintase, responsável pela síntese de β-

glucano (KABIR E AHMAD, 2013). Como esta enzima está ausente nas células de 

mamíferos, os fármacos do tipo equinocandinas provocam pouca ou nenhuma toxicidade 
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sobre as células do hospedeiro (TSUI et al. 2016). No entanto, a utilização desta classe tem 

sido limitada devido ao tamanho maior de suas moléculas, exigindo a administração apenas 

por via intravenosa, e ao seu alto custo, sendo estes fármacos aplicados apenas em casos de 

infecção fúngica invasiva. (WILLIAMS E LEWIS, 2011) 

 Os fármacos pertencentes à classe das alilaminas, como a naftifina e a terbinafina, 

apresentam maior efetividade sobre linhagens de Candida resistentes aos agentes azólicos. 

Agem através do bloqueio da enzima squalene-epoxidase, alterando a biossíntese do 

ergosterol. As células tratadas com alilaminas apresentam acúmulo de squalene e consequente 

deficiência de ergosterol, alterando a permeabilidade da membrana celular. A naftifina possui 

propriedades anti-inflamatórias, atuando na redução da quimiotaxia de leucócitos e na 

produção de superóxido (KABIR E AHMAD, 2013). Porém, apesar de apresentar boa eficácia 

no tratamento antifúngico e aliviar sinais e sintomas inflamatórios, ocasiona efeitos adversos 

como ardor no local da aplicação (GUPTA et al., 2008). 

Os análogos da pirimidina, como a flucitosina, atuam sobre as células de Candida 

através da enzima citosina permease, que uma vez no interior da célula, converte o fármaco 

em 5-fluoracil, metabólito tóxico para a célula fúngica, comprometendo a síntese de DNA e 

de proteínas, impedindo a divisão celular do patógeno (KABIR E AHMAD, 2013; MATHE E 

VAN DIJCK, 2013). 

 O uso de agentes antifúngicos clássicos, que atuam principalmente sobre a estrutura da 

parede ou membrana celular dos fungos, tem se deparado com o aumento do número de 

linhagens resistentes e com o surgimento de efeitos adversos (KRUPPA et al., 2003). Fatores 

como a rejeição de drogas pelas células fúngicas, a modificação dos alvos de ação através de 

mutações pontuais nos genes, a alteração de enzimas chaves nos processos de biossíntese e 

modulação de fatores de transcrição, desempenham um importante papel neste fenômeno 

(CANNON et al., 2009; MORSCHHÄUSER, 2010). Neste sentido, tem crescido o interesse 

pelo desenvolvimento de novas terapias que sejam eficazes no intuito de inibir a virulência 

dos patógenos e sua proliferação, além da possibilidade de serem aplicadas em terapias 

imunomoduladoras (CUI et al., 2016). 

 

1.4 Guapira graciliflora Mart. 

 

Dentre os biomas existentes no Brasil, destaca-se a caatinga, principal bioma do 

semiárido. É a quarta maior área coberta por uma vegetação única no país, correspondendo a 

cerca de 60% do território do nordeste (SILVA et al., 2012a). Existe um crescente interesse 
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no conhecimento desta área, cuja vegetação tem sido considerada rica para fins medicinais 

(ALBUQUERQUE et al., 2007; AGRA et al., 2007; ARAÚJO et al., 2008; CARTAXO et al., 

2010; SIQUEIRA et al., 2012).  

Dentre a biodiversidade disponível, destaca-se o uso medicinal da Guapira graciliflora 

Mart., planta pertencente à família Nyctaginaceae, encontrada comumente na caatinga, no 

semi-árido brasileiro. É bastante utilizada como planta medicinal pela população local 

(AGRA et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2012), em função de suas atividades antituberculose, 

anti-inflamatória e cicatrizante (COELHO et al., 2005; PAVAN et al., 2009). É conhecida 

popularmente como joão-mole, maria-mole, pau-mole, pau-piranha, devido à baixa resistência 

de sua madeira (COELHO et al., 2005) (Figura 1). 

 

Figura 1: Visão geral da G. graciliflora (A), das suas folhas (B) e dos seus frutos (C). 

(Fonte: www.google.com). 

 

Estudos de avaliação do potencial antimicrobiano verificaram pelo método da 

microdiluição em caldo, que o extrato hidroalcóolico das folhas da G. graciliflora possui 

atividade contra Klebsiella pneumoniae (CIM = 512 µg/mL), Enterococcus faecalis (CIM = 

12,50 µL/µL), Staphylococcus aureus (CIM = 12,50 µL/µL) e Escherichia coli (CIM = 12,50 

µL/µL) (COSTA et al., 2010; ROCHA et al., 2013). Chaves et al. (2013) investigaram o 

potencial da G. graciliflora frente à diferentes espécies de bactérias (Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli,  Pseudomonas aeruginosa, Klebisiella pneumoniae, Streptococcus oralis, 

Streptococcus salivarius, Enterococcus faecalis) e espécies de Candida (C. albicans, C. krusei 
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e C. guilliermondii) também pelo método da microdiluição em caldo, e verificaram que 

nenhum dos microrgansimos foi inibido pelas concentrações utilizadas do extrato das folhas 

da planta, coletadas no cariri paraibano, região do semiárido brasileiro, durante os meses de 

fevereiro (período de seca) e de agosto (período de chuva). 

Em estudo preliminar, avaliamos o potencial antimicrobiano do extrato hidroalcóolico 

das folhas da G. graciliflora, bem como a sua toxidez frente às hemácias. Verificou-se que o 

extrato apresenta moderado potencial antifúngico frente à C. albicans (CIM = 250 μg/mL), 

com redução do número de células viáveis em biofilme monoespécie de C. albicans, de 48 

horas, bem como baixa toxidez frente à hemácias nas concentrações até 16 mg/mL (ALVES, 

2015, dados não publicados). 

As folhas da G. graciliflora possuem metabólitos secundários, especialmente 

flavonoides, que conferem diferentes propriedades farmacológicas à planta, justificando o seu 

potencial biológico e a sua utilização pela medicina popular (COSTA et al., 2010; SEVERI et 

al., 2010; CHAVES et al., 2013).  Esses compostos químicos liberados pelas plantas 

desempenham um papel essencial na defesa natural e no bem-estar dos vegetais. Estão 

distribuídos em diferentes classes fitoquímicas: terpenóides, óleos essenciais; alcaloides, 

polifenóis, flavonoides, taninos e cumarinas (GONÇALVES et al., 2005; BAGLA et al., 

2014). Estudos a respeito da caracterização fitoquímica de plantas da família Nyctaginaceae 

revelam uma variedade de metabólitos secundários como flavonoides, carotenoides, 

betacianinas, alcaloides e saponinas (STINTZING et al., 2004; RINALDO et al., 2007; 

SEVERI et al., 2010; CHAVES et al., 2013). 

Dentre esses compostos, destacam-se os flavonoides, pertencentes ao grupo dos 

polifenóis (BAGLA et al., 2014) e classificados em flavononas, flavonas, flavonóis e 

biflavonas (BEECHER et al., 2003). Esses compostos são investigados devido ao seu efeito 

neuroprotetor, efeito protetor contra danos ao DNA, atividade antiviral, atividade 

antimicrobiana, atividade anti-inflamatória, atividade antioxidante, entre outras (BAGLA et 

al., 2014).  

A caracterização fitoquímica das espécies vegetais com determinação dos grupos de 

metabólitos secundários é considerada uma abordagem fundamental, visto que tais espécies 

dispõem de uma rica fonte de substâncias bioativas, que podem ser úteis no desenvolvimento 

de formulações terapêuticas (JEON et al., 2011). 

 

 

 



27 
 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar in vitro as atividades antifúngica, antibiofilme e antiproliferativa do extrato da 

Guapira graciliflora Mart. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Identificar o perfil fitoquímico do extrato da G. graciliflora através de técnicas 

cromatográficas;  

 

- Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida Mínima 

(CFM) do extrato da G. graciliflora e de suas frações sobre espécies do gênero Candida; 

 

- Verificar a capacidade do extrato da G. graciliflora em reduzir o número de unidades 

formadoras de colônia em biofilme de Candida albicans; 

 

- Investigar o efeito do extrato da G. graciliflora sobre a atividade metabólica da C. albicans 

em biofilme; 

 

- Analisar o potencial antiproliferativo do extrato da G. graciliflora e de suas frações sobre 

linhagens de células tumorais e não tumorais humanas; 

 

- Verificar o efeito citotóxico do extrato da G. graciliflora sobre linhagens de macrófagos 

RAW 264.7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



28 
 

3. METODOLOGIA 

 Trata-se de um estudo experimental in vitro, cuja sequência metodológica está 

representada no fluxograma abaixo: 

 

Figura 2: Sequência metodológica do estudo. 

 

3.1 LOCAL DO ESTUDO 

 

O estudo foi realizado na Universidade Estadual da Paraíba (UEPB), Campina Grande, 

Paraíba e no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA 

- UNICAMP) em Campinas, São Paulo. Este trabalho integra o projeto realizado em parceria 

com a Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas 

(FOP/UNICAMP), por meio do Convênio Federal Casadinho/Procad Nº 552561/201108 do 

CNPq/MCT e Capes/MEC. 
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3.2 MATERIAL VEGETAL 

 

As folhas da Guapira Graciliflora Mart. foram coletadas na região do semiárido 

paraibano, no município de Queimadas, na mesorregião da Borborema e microrregião do 

Cariri Oriental, no mês de agosto de 2013. O material foi limpo, acondicionado em sacos de 

papel e secos em estufa de ar circulante (FANEM ®, modelo 330) a temperatura de 40°C até 

a obtenção de peso constante. O material desidratado foi armazenado em saco de papel, em 

temperatura ambiente, até o momento da obtenção do extrato. O espécime testemunho da G. 

Graciliflora encontra-se depositado na coleção do Herbário Manuel de Arruda Câmara 

(ACAM), da Universidade Estadual da Paraíba (UEPB), Campus I, Campina Grande, Paraíba, 

sob o registro n° 907/ACAM.  

 

3.3 OBTENÇÃO DO EXTRATO  

 

O extrato hidroalcoólico das folhas da G. Graciliflora foi obtido, através do processo de 

maceração, por cinco dias, em temperatura ambiente e protegido da luz, utilizando a 

proporção de 200 gramas da planta seca e moída para 1 litro do solvente (álcool etílico 50%) 

(CARVALHO et al., 2011). Após o processo de maceração, o álcool foi removido por 

evaporação à vácuo a 40°C (Quimis® / Q344 M) a 40° C, e a parte residual foi liofilizada 

(Labconco® / Freezone 4.5). 

 

3.4 FRACIONAMENTO DO EXTRATO  

 

3.4.1 Monitoramento inicial através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

Os compostos químicos do extrato da G. graciliflora foram monitorados inicialmente 

por Cromatografia de Camada Delgada (CCD), utilizando-se cromatofolhas de alumínio com 

fase estacionária de sílica (TLC Silica gel 60 F254 – Merck). Como fase móvel foi utilizada a 

mistura de acetato de etila (Synth®), ácido fórmico (Emsure®), ácido acético (Synth®) e 

água, nas proporções de 100:11:11:26, respectivamente. A marcação dos componentes 

químicos da amostra foi visualizada a olho nu e sob luz ultra-violeta (Solab® - 264 e 365 nm) 

e a cromatofolha revelada com anisaldeído, com posterior aquecimento a 100°C durante 1 

minuto. 
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3.4.2 Fracionamento em coluna filtrante em funil de placa porosa 

Realizou-se o fracionamento do extrato da G. graciliflora em coluna cromatográfica 

filtrante em funil de placa porosa com fase sólida de celulose (Cellulose microcrystalline - 

Merck®), através de partição sólido-líquido, de acordo com o gradiente de polaridade: hexano 

(2 x 100 mL); diclorometano (1 x 100 mL); diclorometano:metanol ( 1 x 100 mL - 95:5; 1 x 

100 mL - 90:10;  1 x 100 mL - 50:50); metanol (1x 250 mL) e metanol:água (1 x 100 mL – 

50:50). As 16 frações resultantes foram monitoradas por Cromatografia de Camada Delgada 

(CCD) e reunidas conforme o perfil de similaridade e colorações diante do revelador 

empregado e em seguida concentradas à vácuo (BUCHI Rotavapor® R-215). Após este 

procedimento, foram selecionadas as frações que continham os grupos de interesse para a 

avaliação das atividades biológicas: fração metanólica, subfração metanólica e fração 

hidrometanólica (50:50). 

 

3.5 ANÁLISE FITOQUÍMICA DO EXTRATO POR MEIO DE ESPECTROMETRIA 

DE MASSAS POR ELECTROSPRAY (ESI-MS) 

 

O extrato (aproximadamente 10 mg) foi dissolvido em 1 mL do solvente mais 

apropriados e 10 µL de cada solução foi diluída em 990 µL de uma mistura de Metanol/H2O 

(1:1, v/v) com 0,1 % de aditivos auxiliares, conforme método de ionização. Os aditivos 

auxiliares de favorecimento de ionização são ácido fórmico (99 %) ou hidróxido de amônio 

(25 %) utilizados para ESI (+) ou ESI (-), respectivamente, na concentração de 0,1 %. As 

soluções das amostras foram injetadas por inserção direta no espectrômetro de massas (7.2 T 

LTQ-FT Ultra, Thermo Scientific, Alemanha). O tempo total para aquisição de cada espectro 

foi fixado em 1 minuto. Os espectros de ESI-MS bem como os de ESI-MS/MS foram 

adquiridos nos modos negativo e positivo de ionização. Os espectros de full scan foram 

adquiridos na faixa de m/z 150 a 2000 e os espectros de ESI-MS/MS foram adquiridos a partir 

de m/z 50 até um valor pouco acima do íon em estudo e com energia de colisão de 10–40 eV. 

Os espectros foram tratados com o software específico do espectômetro de massas (Xcalibur 

2.0, Thermo Scientific, Alemanha).  

 

3.6 CARACTERIZAÇÃO DO POTENCIAL ANTIFÚNGICO 

 

Foi analisado o potencial antifúngico do extrato e das frações selecionadas por meio de 

ensaios in vitro, utilizando a técnica da microdiluição em caldo. 
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3.6.1 Microrganismos 

Foram utilizadas linhagens de Candida: C. albicans ATCC 10231; C. glabrata CBS 07; 

C. krusei CBS 573 e C. dubliniensis CBS 7889. 

 

3.6.2 Preparo do inóculo  

O inóculo foi preparado seguindo as recomendações do protocolo M27-A3 para 

leveduras (CLSI, 2008). Culturas de leveduras de 24 horas foram adicionadas em 5 mL de 

solução salina estéril (NaCl 0,9%), ajustando-se sua absorbância entre 0,08 a 0,10 a 530 nm, 

para obtenção de uma densidade equivalente a 5,0 x 10
6 

UFC/mL. A partir desta suspensão, 

foram realizadas diluições seriadas em meio de cultura RPMI-1640, obtendo-se, ao final da 

mesma, uma densidade de 5,0 x 10
3
 UFC/mL. Nos poços da microplaca, a solução final 

resultou em uma concentração de 2,5 x 10
3
 UFC/mL.  

 

3.6.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) pelo método 

da Microdiluição em Caldo 

A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) das amostras em teste foi 

realizada através da técnica da microdiluição em caldo, utilizando microplacas para 

microdiluição, contendo 96 poços. Inicialmente, foram depositados 100 μL/poço do meio de 

cultura RPMI-1640 (Angus Buffers & Biochemicals, Niagara Falls, NY, USA). Em seguida, 

acrescentou-se 100 μL/poço das amostras em teste, diluídas em meio de cultura RPMI-1640 e 

10% de DMSO, no poço inicial numa concentração de 8 mg/mL. Procedeu-se a 

microdiluição, com a transferência de 100 μL do conteúdo do primeiro poço para o seguinte. 

Este procedimento foi repetido até o último poço com obtenção das concentrações entre 2000 

e 0,4882 μg/mL das amostras em teste. Os 100 μL finais foram desprezados. Posteriormente, 

100 μL da suspensão do microrganismo de 24 horas foram adicionados (5 x 10
3
 UFC/mL). As 

placas foram incubadas por 48 horas a 37°C. (CLSI 2008). 

A nistatina (0,5 mg/mL) (Sigma-Aldrich®) foi utilizada como controle positivo. Foram 

analisados a esterilidade do meio de cultura e o controle de crescimento do microrganismo. 

Os ensaios foram realizados em duplicata, em dois experimentos diferentes. 

Após o período de incubação, verificou-se alteração de coloração do meio RPMI-1640, 

de rosa (cor original) para amarelo, indicativo de mudança do potencial hidrogeniônico (pH), 

ocasionada pelo crescimento microbiano (CLSI, 2008). 

Para classificação da atividade antimicrobiana do extrato e suas frações foram utilizados 

os parâmetros estabelecidos por Holetz et al (2002), considerando: CIM < 100 µg/mL - forte 
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atividade; CIM entre 100 e 500 µg/mL – atividade moderada; CIM entre 500 e 1000 µg/mL – 

fraca atividade e CIM > 1000 µg/mL – ausência de atividade. 

 

3.6.4 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM)  

Para determinar a atividade fungicida, uma alíquota de 50 μL de cada poço, com 

concentrações igual e maiores que a CIM, foram subcultivadas em meio ágar sabouraud 

dextrose (Merck®) e incubadas a 37°C por 48 horas. As CFMs foram definidas como a menor 

concentração que inibiu o crescimento visível do microrganismo (CLSI, 2008).  

 

3.7 CARACTERIZAÇÃO DO POTENCIAL DE INIBIÇÃO DE FORMAÇÃO DE 

BIOFILME 

 

3.7.1 Substrato de adesão de biofilme  

Como substratos de adesão do biofilme, foram utilizados discos (10x10x5 mm) em resina 

acrílica incolor quimicamente polimerizada (Vipi Flash VIPI Produtos Odontológicos Ltda., 

Pirassununga, SP, Brasil). Os discos foram preparados de acordo com as instruções do fabricante 

(25ºC, em proporções iguais de pó e líquido, sem incorporação de bolhas de ar) e em seguida 

foram imersos em água purificada a uma temperatura de 37°C por 24 horas para liberação de 

monômero residual. As superfícies dos discos foram submetidas a acabamento e polimento e em 

seguida desinfectados em água ultrapurificada e álcool etílico 70%, com o auxílio de equipamento 

de ultrassom, durante 20 minutos e armazenados em um tubo de vidro com água destilada para 

uso posterior (FREITAS-FERNANDES et al., 2014). 

 

 3.7.2 Preparo de inóculo 

Uma cultura de C. albicans ATCC 10231 foi reativada em ágar sabouraud dextrose 

(Merck®) e incubada por 24 horas a 37°C. Em seguida, as células foram suspensas em 

sabouraud dextrose caldo (Himedia®). A concentração da suspensão microbiana foi 

determinada em câmara de Newbauer (KASVI®) com obtenção de uma densidade celular de 

2 x 10
5
 UFC/mL.  

 

3.7.3 Análise de inibição de aderência do biofilme 

Inicialmente, cada disco de resina foi colocado em poço individual de uma placa de 

cultura de células de 24 poços (KASVI® 24 well Tissue Culture Plate), contendo 1 mL da 

suspensão de C. albicans (1 x 10
5
 UFC/mL) e 1  mL do extrato vegetal diluído em meio de 
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cultura, suplementando com 1% de glicose, nas seguintes concentrações: 62,5 µg/mL, 125 

µg/mL, 500 µg/mL e 1000 µg/mL. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C (LABOR® 

SP-200). Como controle positivo utilizou-se nistatina (100 µg/mL) (Sigma-Aldrich®). 

Após o período de 2 horas, os discos foram transferidos para novas placas de 24 poços 

(KASVI® 24 well Tissue Culture Plate) contendo 2 mL/poço de meio de cultura sabouraud 

dextrose caldo (Himedia®) suplementado com 1% de glicose, e incubados por 24 e 48 horas a 

37°C. No biofilme de 48 horas, procedeu-se a troca do meio de cultura em 24 horas. Após 

cada período, os discos foram lavados com solução salina de NaCl a 0,9% e transferidos para 

tubos contendo 2 mL de solução salina de NaCl a 0,9%. O biofilme foi removido dos discos 

com auxílio de agitador de tubos (KASVI®, Vortex Mixer K45-2810), por 30 segundos, 

obtendo-se uma suspensão do biofilme. Esta suspensão foi utilizada para quantificação de 

células viáveis (UFC/mL) e avaliação da atividade metabólica da C. albicans. O ensaio foi 

realizado em quadruplicata. 

 

3.7.4 Quantificação de células viáveis do biofilme  

Para quantificação das células viáveis, a suspensão do biofilme passou por diluições 

seriadas (10
-1

, 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

, 10
-5

 e 10
-6

) e uma alíquota de 10 μL de cada diluição foi 

plaqueada em triplicata em meio ágar sabouraud dextrose (Himedia®). As placas foram 

incubadas a 37°C por 48 horas. Após esse período, as unidades formadoras de colônia foram 

contadas e os resultados expressos em UFC/mL (FREITAS-FERNANDES et al., 2014). 

  

 3.7.5 Avaliação da atividade metabólica (Ensaio do MTT) 

A viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT (brometo de 3-metil-[4-5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazólio) (Sigma-Aldrich® - Brometo Tiazolil Azul de 

Tetrazólio). Um mililitro da suspensão contendo as células do biofilme residual foi 

centrifugada (KASVI®, K14-0602) a 1500 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante 

foi descartado e adicionado ao pellet 200 µL de solução de MTT (0,5 mg/mL). A suspensão 

foi incubada por 3 horas a 37°C. Após este período, o sobrenadante foi descartado e foram 

adicionados às células 200 µL de álcool isopropílico. As células foram novamente incubadas 

a 37°C, por 15 minutos sob agitação orbital. A leitura da absorbância foi realizada em leitor 

de microplacas (Biochrom®, EZ Reader 400 Microplate Reader), com comprimento de onda 

de 570 nm (OLIVEIRA et al., 2014).  
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 3.7.6 Avaliação do potencial hidrogeniônico (pH) 

O pH do meio de cultivo do biofilme foi mensurado após os períodos de incubação, 24 e 

48 horas, utilizando pHmetro (BEL Engineering,  W3B pH meter). 

 

3.8 CARACTERIZAÇÃO DO POTENCIAL ANTIPROLIFERATIVO EM CULTURA 

DE CÉLULAS TUMORAIS HUMANAS 

 

As linhagens utilizadas no estudo foram cedidas pelo National Cancer Institute (NCI), 

Frederick, Maryland, EUA. As linhagens celulares utilizadas na avaliação da atividade 

antiproliferativa (Tabela 1), foram cultivadas em frascos com 5 mL de meio RPMI-1640, 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco® -BRL, Grand Island, NY, USA) 

a 37°C em atmosfera úmida com 5% de CO2 (Forma Scientific®, CO2 Water Jacketed 

Incubator), durante 24 horas. 

 

Tabela 1. Linhagens de células tumorais e não tumoral humanas utilizadas nos testes de 

avaliação da atividade antiproliferativa. 

TIPO CELULAR LINHAGEM ORIGEM 

Glioma U251 Tumoral 

Mama MCF-7 Tumoral 

Ovário resistente NCI-ADR/RES Tumoral 

Rim 786-0 Tumoral 

Pulmão NCI-H460 Tumoral 

Próstata PC-3 Tumoral 

Cólon HT-29 Tumoral 

Queratinócito HaCat Não tumoral 

 

 

Foram preparadas suspensões celulares, para cada linhagem, com meio RPMI-1640 

acrescido de 5% de SFB e 1% de penicilina:estreptomicina, e ajustadas em suas respectivas 

densidades de inoculação. Em placas de 96 poços, foram inseridos 100 μL da suspensão 

celular, sendo as placas posteriormente incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera úmida de 

5% de CO2. Foi também preparada uma placa controle (placa T0), com todas as linhagens 

celulares utilizadas no experimento. 
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As amostras (extrato da G. graciliflora e frações) foram diluídas em dimetilsulfóxido de 

sódio (DMSO) (Merck®) na concentração de 0,1 g/mL. A concentração final de DMSO não 

afetou a viabilidade celular. Em seguida, foram adicionados 100 µL de cada amostra, em 

triplicata, nos poços iniciais e procedeu-se à diluição seriada, resultando em concentrações 

das amostras de 0,25 μg/mL; 2,5 μg/mL; 25 μg/mL e 250 μg/mL, (Placa T). As placas foram 

incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. Como controle positivo foi 

utilizado o quimioterápico doxorrubicina, nas concentrações de 0,25 μg/mL; 2,5 μg/mL; 25 

μg/mL e 250 μg/mL, (100 μL por poço) em triplicata. 

No momento da adição das amostras, as células inoculadas na placa T0 foram fixadas 

com a adição de 50 μL por poço de ácido tricloroacético (TCA) (Sigma®) a 50%, para a 

determinação da quantidade de células presentes no momento em que as amostras foram 

aplicadas. O TCA atua como fixador, precipitando proteínas. Células viáveis se mantém fixas 

na placa, enquanto células não viáveis se desprendem, sendo lavadas. 

Após 48 horas de tratamento, as células tratadas foram fixadas com TCA a 50% e 

incubadas por 1 hora. Em seguida, as placas foram submetidas a quatro lavagens consecutivas 

com água corrente, para a remoção dos resíduos de TCA, meio, SFB e metabólitos 

secundários, e foram mantidas à temperatura ambiente até a secagem completa. Após a 

secagem, foram adicionados 50 μL por poço do corante proteico Sulforrodamina B (SRB) 

(Sigma®) a 0,4% dissolvido em ácido acético a 1%. A SRB é um corante proteico que se liga 

aos aminoácidos básicos das proteínas de células que estavam viáveis no momento da fixação. 

Por isso, quanto maior a quantidade de SRB ligada à proteína, menor a atividade citotóxica da 

amostra em teste (SKEHAN et al., 1990). Em seguida as placas foram incubadas à 

temperatura ambiente por 30 minutos. Após este período, as placas foram lavadas por 4 vezes 

consecutivas com solução de ácido acético a 1%, para remover o corante não ligado às 

células, e após a secagem completa à temperatura ambiente, o corante ligado às proteínas 

celulares foi solubilizado com 150 µL por poço de solução de Trizma Base (10 μM, pH 10,5) 

(Sigma®). A leitura espectrofotométrica da absorbância foi realizada em leitor de microplacas 

(Molecular Devices®, modelo VersaMax) a 540 nm. 

A porcentagem de inibição do crescimento de cada amostra testada foi calculada pelas 

seguintes equações: 100 x [(T-T0) / (C-T0)], quando T0 < T  ≤ C, e 100 x [(T-T0) / (T0)], 

quando T ≤ T0, onde T equivale a média das absorbâncias das células tratadas, C ao controle 

de células e T0 ao controle das células no dia da adição das amostras. 

Utilizando a curva de concentração-resposta para cada linhagem celular, a GI50 

(concentração necessária da amostra para que ocorra 50% de inibição de crescimento) foi 
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determinada por meio de análise de regressão não-linear, através do software Origin 8.0 

(OriginLab Corporation) (MONKS et al., 1991; SHOEMAKER, 2006). 

 

3.9 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE SOBRE A VIABILIDADE CELULAR DE 

CULTURA DE CÉLULAS DE MACRÓFAGOS RAW 264.7 

 

Foi preparada uma suspensão de células da linhagem de macrófagos RAW 264.7 

(ATTC, Manassa, VA, USA) em meio RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina 

(2mg/L), ajustada em sua respectiva densidade de inoculação (1 x 10
5 

células/mL). Foram 

aplicados 100 µl da suspensão em cada poço das placas de 96 poços, que foram incubadas por 

24 horas a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 e ambiente úmido. Foi preparada também uma 

placa controle (placa T0). 

A amostra do extrato bruto da G. graciliflora foi diluída em dimetilsulfóxido de sódio 

(DMSO) (Merck®) resultando na concentração de 0,1 g/mL. A concentração final de DMSO 

não afetou a viabilidade celular. Em seguida, 100 μL da amostra foram adicionados, em 

quadriplicata, nos poços iniciais. Procedeu-se a diluição seriada, resultando nas concentrações 

de 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81; 3,91; 1,95; 0,98; 0,49 e 0,24 μg/mL, (Placa T). As placas 

foram incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2.  

No momento da adição das amostras, as células inoculadas na placa T0 foram fixadas 

com a adição de 50 μL por poço de ácido tricloroacético (TCA) (Sigma®) a 50%, para a 

determinação da quantidade de células presentes no momento em que as amostras foram 

aplicadas.  

Após 48 horas de tratamento, as células tratadas foram fixadas com TCA a 50% e 

incubadas por 1 hora. Em seguida, as placas foram submetidas a quatro lavagens consecutivas 

com água corrente, para a remoção dos resíduos de TCA, meio, SFB e metabólitos 

secundários, e foram mantidas à temperatura ambiente até a secagem completa. Após a 

secagem, foram adicionados 50 μL por poço do corante protéico Sulforrodamina B (SRB) 

(Sigma®) a 0,4% dissolvido em ácido acético a 1%. Em seguida as placas foram incubadas à 

temperatura ambiente por 30 minutos. Após este período, as placas foram lavadas por 4 vezes 

consecutivas com solução de ácido acético a 1%, para remover o corante não ligado às 

células, e após a secagem completa à temperatura ambiente, o corante ligado às proteínas 

celulares foi solubilizado com 150 µL por poço de solução de Trizma Base (10μM, pH 10,5) 

(Sigma®). A leitura espectrofotométrica da absorbância foi realizada em leitor de microplacas 

(Molecular Devices®, modelo VersaMax) a 540 nm. 
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A viabilidade celular foi calculada através da seguinte equação: Viabilidade celular (%) 

= (Aamostra/Acontrole) x 100%, onde Aamostra e Acontrole equivalem às absorbâncias das amostras 

com e sem a adição do tratamento, respectivamente. 

 

3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados da atividade antibiofilme e da citotoxicidade sobre macrófagos foram 

tabulados e analisados estatisticamente no programa Statistical Package for Social Sciences v. 

20 (SPSS Statistics, v. 20, IMB, Chicago, IL). Inicialmente, os dados foram avaliados quanto 

a sua distribuição, utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, utilizou-se a 

análise de variância a um critério fixo (ANOVA one-way) e análise post-hoc pelo teste de 

Tukey. Os produtos testados foram considerados como fator de estudo e o nível de 

significância foi estabelecido em 5% (α < 0,05). 
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4. RESULTADOS 

 

ATIVIDADES ANTIFÚNGICA, ANTIBIOFILME E ANTIPROLIFERATIVA DA 

Guapira graciliflora Mart. 

 

RESUMO 

 

Relevância etnofarmacológica: A Guapira graciliflora Mart. é uma planta pertencente à 

família Nyctaginaceae, bastante utilizada pela população no nordeste brasileiro, em função de 

suas atividades anti-inflamatória e cicatrizante.  

Objetivo do estudo: O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro as atividades antifúngica, 

antibiofilme e antiproliferativa do extrato das folhas da G. graciliflora. 

Materiais e métodos: O extrato foi obtido pelo processo de maceração e posteriormente 

concentrado a vácuo e liofilizado. As frações foram obtidas através de coluna filtrante em 

funil de placa porosa. A caracterização fitoquímica do extrato foi realizada por Espectrometria 

de Massas com ionização por eletrospray (ESI-MS). A atividade antimicrobiana do extrato e 

de suas frações foi avaliada pela técnica da microdiluição em caldo frente à espécies de 

Candida. A inibição do biofilme de C. albicans foi avaliada considerando o número de 

UFC/mL, a atividade metabólica (MTT) e o pH. A atividade antiproliferativa do extrato e de 

suas frações foi avaliada sobre linhagens de células tumorais e não tumorais humanas, e a 

citotoxicidade do extrato foi verificada sobre a linhagem de macrófagos RAW 264.7, ambas 

pelo método da Sulforrodamina B.  

Resultados: A caracterização fitoquímica indicou a presença sugestiva dos flavonoides rutina 

e kaempferol. O extrato e a fração metanólica exibiram moderada atividade antifúngica sobre 

C. albicans, C. krusei e C. glabrata e forte atividade sobre C. dubliniensis. Nas concentrações 

de 125 e 62 µg/mL (p < 0,05), o extrato reduziu em maior quantidade o número de UFC/mL 

(34,1% e 36,9%, respectivamente) de C. albicans no biofilme de 24 horas. A concentração de 

250 µg/mL foi a mais efetiva (p < 0,05) em diminuir a atividade metabólica (50,79%) das 

células de C. albicans, no biofilme de 48 horas. Os valores de pH observados nos biofilmes 

tratados com o extrato foram maiores do que naqueles sem tratamento. O extrato e suas 

frações não apresentaram efeito antiproliferativo sobre as linhagens tumorais testadas, com 

médias de atividade (log GI50) igual ou maior que 1,71 µg/mL. A viabilidade celular dos 

macrófagos foi mantida acima de 80% para concentrações do extrato até 62,5 µg/mL.  
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Conclusões: O extrato da G. graciliflora possui flavonoides em sua composição química. 

Apresenta potenciais antifúngico e antibiofilme, sem evidências de atividade antiproliferativa 

significante sobre linhagens de células tumorais e não tumorais humanas. 

 

Palavras-chaves: Plantas medicinais. Produtos com ação antimicrobiana. Biofilme. Ensaios 

de seleção de medicamentos antitumorais. Citotoxicidade.  

 

1. Introdução 

 

A candidíase oral é uma micose mucocutânea causada por leveduras do gênero 

Candida, especialmente, pela Candida albicans (Coronado-Castellote e Jiménez-Soriano, 

2013). Espécies de Candida estão normalmente presentes na microbiota da cavidade oral e 

sua transição para a forma patogênica ocorre quando seus fatores de virulência predominam 

em relação aos mecanismos de defesa do hospedeiro, desencadeando a infecção (Ferreira et 

al., 2015). Os fatores predisponentes para a candidíase oral incluem doenças sistêmicas, 

imunodeficiências, terapia antibiótica de largo espectro, redução do fluxo salivar, uso noturno 

contínuo de próteses orais mal higienizadas e tabagismo (Pinelli et al., 2013).  

A incidência da candidíase nas últimas décadas gerou impacto negativo na saúde 

pública. Isto pode ter sido decorrente do crescente número de pacientes imunocomprometidos, 

da ampla utilização de antibióticos de largo espectro e do aumento da prevalência de candidíase 

causada por espécies não-albicans, como Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei e 

Candida parapsilosis. Essas espécies não-albicans estão intimamente relacionadas a um maior 

índice de mortalidade e resistência antifúngica do que a C. albicans (Pfaller et al., 2011; Silva et 

al., 2012c; Sardi et al., 2013).  

Os antifúngicos disponíveis no mercado apresentam eficácia, no entanto, podem 

produzir efeitos adversos, como reações alérgicas e interações medicamentosas (Bakhshi et 

al., 2012). Além disso, observa-se o surgimento de cepas resistentes, o que tem induzido à 

instalação de infecções sérias e persistentes. Nesse sentido, fatores de investigação convergem 

para a busca por alternativas terapêuticas, eficientes no controle microbiológico para uso em 

seres humanos (Tsang et al., 2007; Bansod e Rai, 2008; Oliveira et al., 2013).  

Surge assim, o interesse para o desenvolvimento de pesquisas com plantas medicinais. 

Em função dos seus potenciais terapêuticos para o desenvolvimento de novos fármacos mais 

eficazes e com menos efeitos indesejáveis do que os já existentes, estas fontes podem fornecer 

aos profissionais de saúde uma opção de terapia viável para o tratamento de doenças orais 
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(Ferreira et al., 2015). Tal condição motiva a investigação química de plantas medicinais 

utilizadas pela população, o que propicia a descoberta de compostos isolados com potencial 

terapêutico (Silva et al., 2012b).  

Dentre a biodiversidade estudada, destaca-se o uso medicinal da Guapira graciliflora 

Mart., pertencente à família Nyctaginaceae, comumente encontrada na caatinga, no semi-

árido brasileiro, e bastante utilizada como planta medicinal pela população local (Agra et al., 

2008), em função de suas atividades antituberculose, anti-inflamatória e cicatrizante (Coelho 

et al., 2005; Pavan et al., 2009). É conhecida popularmente como joão-mole, maria-mole, pau-

mole, pau-piranha, devido à baixa resistência de sua madeira (Coelho et al., 2005). 

Este estudo avaliou in vitro as atividades antifúngica, antibiofilme e antiproliferativa do 

extrato das folhas da G. graciliflora Mart. 

 

2. Materiais e métodos  

 

2.1 Preparação do extrato e Fracionamento 

 

As folhas da Guapira graciliflora Mart. foram coletadas no mês de agosto no município 

de Queimadas, região do semiárido paraibano, mesorregião da Borborema e microrregião do 

Cariri Oriental. O espécime testemunho da G. Graciliflora encontra-se depositado na coleção 

do Herbário Manuel de Arruda Câmara (ACAM), da Universidade Estadual da Paraíba 

(UEPB), Campus I, Campina Grande, Paraíba, sob o registro n° 907/ACAM. As folhas (200 

g) foram secas, moídas e imersas em etanol a 50% (1 L) por 48 horas. Após esse período, a 

mistura foi filtrada e os resíduos novamente imersos em etanol a 50% por mais duas vezes. As 

três fases finais foram concentradas a vácuo (Quimis® / Q344 M) e liofilizadas (Labconco® / 

Freezone 4.5). Os compostos químicos do extrato foram monitorados inicialmente por 

Cromatografia de Camada Delgada (CCD), utilizando-se cromatofolhas de alumínio com fase 

estacionaria de sílica (TLC Silica gel 60 F254 – Merck) e fase móvel de acetato de etila: ácido 

fórmico:ácido acético:água (100:11:11:26). A marcação dos componentes químicos da 

amostra foi visualizada a olho nu e sob luz ultra-violeta (264 e 365 nm) e a cromatofolha 

revelada com anisaldeído, com posterior aquecimento a 100°C durante 1 minuto. Para o 

fracionamento do extrato, foi realizada partição sólido-líquido, em coluna cromatográfica 

filtrante em funil de placa porosa, de acordo com gradiente de polaridade: hexano, 

diclometano, diclorometano:metanol (95:5, 90:10, 50:50), metanol e metanol:água (50:50). 

As frações resultantes foram monitoradas por CCD e reunidas conforme o perfil de 
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similaridade e colorações diante do revelador empregado e em seguida concentradas a vácuo 

(BUCHI Rotavapor® R-215). 

 

2.2 Caracterização fitoquímica  

 

A análise fitoquímica do extrato foi realizada por Espectrometria de Massas com 

ionização por eletrospray (ESI-MS). O extrato (10 mg) foi dissolvido em 1 mL do solvente 

apropriado e 10 µL da solução resultante foi diluída em 990 µL de uma mistura de 

Metanol/H2O (1:1, v/v) com 0,1 % de aditivos auxiliares, conforme método de ionização. Os 

aditivos auxiliares de favorecimento de ionização são ácido fórmico (99 %) ou hidróxido de 

amônio (25 %) utilizados para ESI (+) ou ESI (-), respectivamente, na concentração de 0,1 %. 

As soluções das amostras foram injetadas por inserção direta no espectrômetro de massas (7.2 

T LTQ-FT Ultra, Thermo Scientific, Alemanha). O tempo total para aquisição de cada 

espectro foi fixado em 1 minuto. Os espectros ESI-MS bem como os de ESI-MS/MS foram 

adquiridos no modo negativo de ionização. Os espectros de full scan foram adquiridos na 

faixa de m/z 150 a 2000 e os espectros de ESI-MS/MS foram adquiridos a partir de m/z 50 até 

um valor pouco acima do íon em estudo e com energia de colisão de 10–40 eV. Os espectros 

foram tratados com o software específico do espectômetro de massas (Xcalibur 2.0, Thermo 

Scientific, Alemanha).  

 

2.2 Atividade antifúngica 

 

Foi analisado o potencial antimicrobiano do extrato e das frações selecionadas frente às 

linhagens de espécies de Candida: C. albicans ATCC 10231; C. glabrata CBS 07; C. krusei 

CBS 573 e C. dubliniensis CBS 7889, por meio da técnica da microdiluição em caldo, com 

determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida Mínima 

(CFM) de acordo com as normas estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards 

Institute (2008). O extrato e as frações da G. graciliflora foram diluídas em meio de cultura 

RPMI-1640 (Angus Buffers & Biochemicals, Niagara Falls, NY, USA) e 10% de DMSO 

(Dimetilsufóxido) (Sigma-Aldrich®). O ensaio foi realizado em microplacas de 96 poços 

contendo 100 µL/poço de meio de cultura RPMI-1640. Acrescentou-se 100 μL/poço das 

amostras em teste no poço inicial (8 mg/mL) e procedeu-se a microdiluição seriada, obtendo-

se concentrações entre 2000 e 0,4882 μg/mL. Em seguida, acrescentou-se 100 μL da 

suspensão das leveduras (5 x 10
3
 UFC/mL) em cada poço. As placas foram incubadas por 48 
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horas a 37°C. A Nistatina (0,5 mg/mL) (Sigma-Aldrich®) foi utilizada como controle 

positivo. A CIM foi definida como a menor concentração das amostras capaz de inibir o 

crescimento microbiano visível, confirmado pela mudança de coloração do meio RPMI-1640. 

Para classificação da atividade antimicrobiana do extrato e suas frações foram utilizados 

os parâmetros estabelecidos por Holetz et al (2002), considerando: CIM < 100 µg/mL - forte 

atividade; CIM entre 100 e 500 µg/mL – atividade moderada; CIM entre 500 e 1000 µg/mL – 

fraca atividade e CIM > 1000 µg/mL – ausência de atividade. 

Para determinar a CFM, uma alíquota de 50 μL de cada poço, com concentrações igual 

e maiores que a CIM, foi subcultivada em meio ágar sabouraud dextrose (Merck®) e 

incubada a 37°C por 48 horas. As CFMs foram definidas como a menor concentração que 

inibiu crescimento visível. Os ensaios foram realizados em duplicata, em dois experimentos 

diferentes. 

 

2.3 Inibição de formação do biofilme 

 

Discos de resina acrílica incolor quimicamente polimerizada foram colocados de forma 

individualizada em poços de placa de 24 poços (KASVI® 24 well Tissue Culture Plate), 

contendo 1 mL da suspensão de C. albicans (2 x 10
5
 UFC/mL) e 1  mL do extrato diluído em 

meio de cultura sabouraud dextrose caldo (Himedia®), suplementado com 1% de glicose, 

obtendo-se as seguintes concentrações do extrato: 62,5 µg/mL, 125 µg/mL, 500 µg/mL e 

1000 µg/mL. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C (LABOR® SP-200), em agitador 

orbital. A Nistatina a 100 µg/mL (Sigma-Aldrich®) foi utilizada como controle positivo. 

Após este período, os discos foram transferidos para nova placa de 24 poços (KASVI® 24 

well Tissue Culture Plate) contendo 2 mL/poço de meio de cultura sabouraud dextrose caldo 

(Himedia®)  suplementando com 1% de glicose e incubados por 24 e 48 horas, sob 37°C. 

Após cada período, os discos foram lavados em solução salina de NaCl a 0,9% e transferidos 

para tubos contendo 2 mL de nova solução salina de NaCl a 0,9%, em que o biofilme foi 

removido dos discos em agitador de tubos (KASVI®, Vortex Mixer K45-2810) por 30 

segundos, obtendo-se uma suspensão do biofilme. Esta suspensão foi utilizada para 

quantificação de células viáveis (UFC/mL) e avaliação da atividade metabólica da C. 

albicans. O ensaio foi realizado em quadruplicata (Freitas-Fernandes et al., 2014). 
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 2.4.1 Quantificação de células viáveis 

A suspensão do biofilme passou por diluições seriadas (10
-1

, 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

, 10
-5

 e 10
-6

) 

e uma alíquota de 10 μL de cada diluição foi plaqueada em triplicata em meio ágar sabouraud 

dextrose (Himedia®). As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas (LABOR® SP-200). 

Após o período de incubação, as unidades formadoras de colônia foram contadas e os 

resultados expressos em UFC/mL (Freitas-Fernandes et al., 2014). 

 

2.4.2 Atividade metabólica 

A atividade metabólica das células foi determinada pelo método do MTT (brometo de 

3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazólio) (Sigma-Aldrich® - Brometo Tiazolil 

Azul de Tetrazólio). Um volume de 1 mL da solução contendo as células do biofilme residual 

foi centrifugado (KASVI®, K14-0602) a 1500 rpm por 5 minutos. Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado e foi adicionado ao pellet 200 µL de solução de MTT com 

concentração de 0,5 mg/mL. As células foram incubadas por 3 horas a 37°C (LABOR® SP-

200). Após este período, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados às células 200 µL 

de álcool isopropílico. As células foram novamente incubadas a 37°C, por 15 minutos sob 

agitador orbital. A leitura da absorbância foi realizada em leitor de microplacas (Biochrom®, 

EZ Reader 400 Microplate Reader), com comprimento de onda de 570 nm (Oliveira et al., 

2014a).  

 

2.4.3 Potencial hidrogeniônico (pH) 

O pH do meio de cultivo dos biofilmes de C. albicans, foi mensurado após os períodos 

de incubação, 24 e 48 horas, em pHmetro (BEL Engineering,  W3B pH meter).  

 

2.4 Ensaio antiproliferativo 

 

A atividade antiproliferativa do extrato da G. graciliflora e de suas frações foram 

avaliadas sobre as linhagens de células tumorais humanas U251 (glioma), MCF-7 (mama), 

NCI-ADR/RES (ovário resistente), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmão), PC-3 (próstata), HT-29 

(cólon) e a linhagem não tumoral HaCat (queratinócito). Foram preparadas suspensões 

celulares em meio RPMI-1640 acrescido de 5% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco-BRL, 

Grand Island, NY, USA), 1% de penicilina: estreptomicina. As suspensões, ajustadas em suas 

respectivas densidades, foram inseridas em placas de 96 poços (100 μl/poço) e expostas ao 

extrato e às frações (0,25 μg/mL; 2,5 μg/mL; 25 μg/mL e 250 μg/mL), diluídos em 
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dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), permanecendo por 48 horas 

a 37°C em atmosfera úmida com 5% de CO2 (Forma Scientific®, CO2 Water Jacketed 

Incubator). Antes (placa T0) e após a adição das amostras (placa T), as células foram fixadas 

com ácido tricloroacético (TCA) (Sigma®) a 50%. A proliferação celular foi determinada 

pela quantificação espectrofotométrica (540 nm) do teor de proteínas, utilizando 

Sulforrodamina B (SRB) (Sigma®). O quimioterápico Doxorrubicina (0,1 mg/mg) foi 

utilizado como controle positivo. Através da curva concentração-resposta para cada linhagem 

celular, a GI50 (concentração necessária da amostra para que ocorra 50% de inibição de 

crescimento) foi determinada por meio de análise de regressão não-linear, usando software 

Origin 8.0 (OriginLab Corporation) (Monks et al., 1991; Shoemaker, 2006). 

 

2.6 Ensaio de citotoxicidade 

 

Foi preparada uma suspensão de células da linhagem de macrófagos RAW 264.7 

(ATTC, Manassa, VA, USA) em meio RPMI-1640 (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA), 

5% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina:estreptomicina. As suspensões foram 

inseridas em placas de 96 poços (100 μl/poço) e expostas ao extrato (125 μg/mL; 62,5 μg/mL; 

31,25 μg/mL; 15,63 μg/mL; 7,81 μg/mL; 3,91 μg/mL; 1,95 μg/mL; 0,98 μg/mL; 0,49 μg/mL e 

0,24 μg/mL,), diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), na 

concentração de 0,1 g/mL permanecendo por 48 horas a 37°C em atmosfera úmida com 5% 

de CO2 (Forma Scientific®, CO2 Water Jacketed Incubator). Antes (placa T0) e após a adição 

das amostras (placa T), as células foram fixadas com ácido tricloroacético (TCA) (Sigma®) a 

50%. A proliferação celular foi determinada pela quantificação espectrofotométrica (540 nm) 

do teor de proteínas, utilizando Sulforrodamina B (SRB) (Sigma®). A viabilidade celular foi 

calculada através da seguinte equação: viabilidade celular (%) = (Aamostra/Acontrole) x 100%, 

onde Aamostra e Acontrole equivalem às absorbâncias das amostras com e sem a adição do 

tratamento, respectivamente. 

 

2.7 Análise estatística 

 

Os dados da atividade antibiofilme e da citotoxicidade sobre macrófagos foram 

tabulados e analisados estatisticamente no programa Statistical Package for Social Sciences v. 

20 (SPSS Statistics, v. 20, IMB, Chicago, IL). Inicialmente, os dados foram avaliados quanto 

a sua distribuição, utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, utilizou-se a 
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análise de variância a um critério fixo (ANOVA one-way) e análise post-hoc pelo teste de 

Tukey. Os produtos testados foram considerados como fator de estudo e o nível de 

significância foi estabelecido em 5% (α < 0,05). 

 

3. Resultados 

 

3.1 Caracterização fitoquímica  

 

O espectro ESI(-)-MS do extrato da G. graciliflora (Fig. 1) exibe a presença dos íons 

referentes às moléculas desprotonadas [M – H]
-  

m/z 193, de fórmula molecular compatível à 

C7H14O6, sugerindo a presença do 3-O-metil-chiro-inositol (pinitol); m/z 593, de fórmula 

molecular compatível à C27H29O15, sugerindo a presença do kaempferol-3-O-β-D-

glicopiranosil-(6‖1‖‘)-O-α-L-rhamnopiranosídeo; além do íon m/z 609, de fórmula 

molecular compatível à C27H29O16, sugerindo a presença da quercetina-3-O-β-D-

glicopironasil-(6‖1‖‘)-O-α-L-rhamnopiranosídeo (rutina). Os espectros de ESI-MS/MS 

para cada íon estão representados nas Figuras 2, 3 e 4. 

 

 
Fig. 1. Espectro ESI(-) -MS obtido do extrato das folhas da G. graciliflora. 
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Fig. 2.  Espectro ESI(-)-MS/MS obtido para o íon de m/z 193. 

 

 
Fig. 3. Espectro ESI(-)-MS/MS obtido para o íon de m/z 593. 

 

 
Fig. 4: Espectro ESI(-)-MS/MS obtido para o íon de m/z 609. 
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Com o espectro do íon de m/z 1351 (Fig. 5), pode-se inferir que há a presença marcante 

de rutina (m/z 609), pois os íons principalmente fragmentados do espectro são os íons de m/z 

609 e 741. Portanto, o íon de m/z 1351 é um dímero assimétrico desprotonado da rutina e do 

íon de m/z 741, este último ainda não foi identificado.  

 

 
Fig. 5: Espectro ESI(-)-MS/MS obtido para o íon de m/z 1351. 

 

A Tabela 1 mostra a identificação das moléculas propostas com base nos espectros de 

ESI(-)-MS(/MS) e os dados de massa de alta resolução obtidos para o extrato bruto da G. 

graciliflora.  

 

Tabela 1: Proposta de identificação das moléculas e os dados de massa obtidos para o extrato 

bruto da G. graciliflora.  

 [M – H]
-
 

  COMPOSTO FÓRMULA 

MOLECULAR 

m/z  

calculado 

m/z 

experimental 

ERRO 

(ppm) 

3-O-metil-chiro-inositol 

(pinitol) 

 

C7H13O6 193.0706 193.0714 3,96 

Kaempferol-3-O-β-D-

galactopiranosil-

(6‖1‖‘)-O-α-L-

rhamnopiranosídeo 

 

 

 

C27H29O15 

 

 

593,1501 

 

 

593.1524 

 

 

3,85 
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Quercetina-3-O-β-D-

glicopironasil-(6‖1‖‘)-

O-α-L 

rhamnopiranosídeo(rutina) 

 

C27H29O16 

 

609,145 

 

609,147 

 

2 

 

Após o fracionamento do extrato da G. graciliflora realizado por coluna filtrante em 

funil de placa porosa e monitorado por CCD, as frações resultantes, que continham as 

marcações dos compostos do grupo de interesse, foram reunidas de acordo com o perfil de 

similaridade e as colorações diante do revelador empregado Foram obtidas 3 frações finais: 

fração metanólica, sub-fração metanólica e hidrometanólica (50:50). 

 

3.2 Atividade antimicrobiana 

 

O extrato da G. graciliflora e sua fração metanólica apresentaram moderada atividade 

fungistática frente à C. albicans, C. glabrata e C. krusei. Todas as amostras testadas 

apresentaram forte atividade fungistática sobre C. dubliniensis, conforme classificação de 

Holetz et al. (2002), sem evidências de atividade fungicida até a maior concentração testada. 

(Tabela 2). 

 

Tabela 2. Distribuição dos valores das Concentrações Inibitória Mínima (CIM) e Fungicida 

Mínima (CFM) do extrato da G. graciliflora e suas frações, de acordo com a espécie de 

Candida. 

 LEVEDURAS 

C. albicans C. glabrata C. krusei C. dubliniensis 

AMOSTRAS CIM 

µg/mL 

CFM 

µg/mL 

CIM 

µg/mL 

CFM 

µg/mL 

CIM 

µg/mL 

CFM 

µg/mL 

CIM 

µg/mL 

CFM 

µg/mL 

G. graciliflora 125 >2000 250 >2000 125 >2000 3,90625 >2000 

         

Fração 

metanólica 

125 >2000 250 >2000 250 >2000 3,90625 >2000 

         

Sub-fração 

metanólica 

2000 >2000 >2000 >2000 250 >2000 7,8125 >2000 
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Fração 

hidrometanólica 

(50:50) 

>2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 31,25 >2000 

         

Nistatina 0,9765 - 0,9765 - 0,9765 - 0,9765 - 

 

3.3 Atividade antibiofilme 

 

A análise de variância da atividade metabólica e da contagem de microrganismos 

viáveis nos tempos de 24 e 48 horas demonstrou diferenças estatisticamente significativas (p 

< 0,05) apenas para a atividade metabólica em 48 horas e para a contagem de células viáveis 

em 24 horas (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Análise de variância das variáveis dependentes correspondentes à atividade 

metabólica e à contagem de células viáveis em biofilmes após 24 e 48 horas. 

 Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Média dos 

Quadrados 

F p 

Atividade 

Metabólica 

24h 

Entre grupos ,005 5 0,001 2,722 0,053 

Dentro dos 

grupos 
,007 18 0,000 

  

Total ,013 23    

Atividade 

Metabólica 

48h 

Entre grupos ,019 5 0,004 8,991 < 0,001 

Dentro dos 

grupos 
,007 18 0,000 

  

Total ,026 23    

UFC Biofilme 

24h 

Entre grupos 4,05E+13 5 8,10E+12 10,076 < 0,001 

Dentro dos 

grupos 
1,44E+13 18 8,04E+11 

  

Total 5,50E+13 23    

UFC Biofilme 

48h 

Entre grupos 1,65E+13 5 3,30E+12 2,495 0,070 

Dentro dos 

grupos 
2,38E+13 18 1,32E+12 
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Total 4,03E+13 23    

 

A CIM (125 µg/mL) e a CIM/2 (62,5 µg/mL) foram as concentrações que reduziram 

significativamente (p < 0,05) o total de células viáveis em relação ao controle de crescimento 

no tempo de 24 horas, mantendo a menor quantidade de UFC/mL de C. albicans viáveis 

(34,1% e 36,9%, respectivamente) (Fig. 6 (A e B)). Porém, não se verificou diferença 

estatisticamente significativa entre as diferentes concentrações do extrato (p > 0,05). A CIM 

foi a concentração que reduziu em maior intensidade a atividade metabólica das células de C. 

albicans (50,79 %), porém não houve diferença estatisticamente significativa (p > 0,05) entre 

o efeito das concentrações do extrato nem em relação ao controle de crescimento no tempo de 

24 horas (Fig. 6 (C e D)).  

 

 

Fig. 6. Viabilidade celular e atividade metabólica, em 24 horas, de células de C. albicans, 

após a exposição a diferentes concentrações do extrato de G. graciliflora. A. Número de 

microrganismos viáveis de C. albicans (UFC/mL). B. Percentual de viabilidade celular C. 

albicans (UFC/mL) em função do controle de crescimento. C. Absorbância da atividade 

metabólica (570 nm). D. Percentual de atividade metabólica das células de C. albicans em 

função do controle de crescimento da levedura. 
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Letras diferentes indicam diferença estatisticamente entre os grupos (p < 0,05). 

(4CIM = 500 µg/mL; 2CIM = 250 µg/mL; CIM = 125 µg/mL; CIM/2 = 62,5 µg/mL; CC = controle de 

crescimento e NIS = Nistatina). 

 

A CIM/2 foi a concentração que reduziu em maior quantidade o número de células 

viáveis de C. albicans (49,6 %), porém não houve diferença estatisticamente significativa (p > 

0,05) entre o efeito das concentrações do extrato nem em relação ao controle de crescimento 

no tempo de 48 horas (Fig. 7 (A e B)). A concentração 2CIM (500 µg/mL) foi a mais 

significativa (p < 0,05) em reduzir a atividade metabólica da C. albicans, mantendo 43,51% 

das células ativas, em relação ao controle de crescimento no tempo de 48 horas. Porém, não se 

verificou diferença estatisticamente significativa entre as diferentes concentrações do extrato 

(p > 0,05). (Fig. 7 (C e D)).  

 

 

Fig. 7. Viabilidade celular e atividade metabólica, em 48 horas, de células de C. albicans, 

após a exposição a diferentes concentrações do extrato de G. graciliflora. A. Número de 

microrganismos viáveis de C. albicans (UFC/mL). B. Percentual de viabilidade celular C. 

albicans (UFC/mL) em função do controle de crescimento. C. Absorbância da atividade 

metabólica (570 nm). D. Percentual de atividade metabólica das células de C. albicans em 

função do controle de crescimento da levedura. 
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Letras diferentes indicam diferença estatisticamente entre os grupos (p < 0,05). 

(4CIM = 500 µg/mL; 2CIM = 250 µg/mL; CIM = 125 µg/mL; CIM/2 = 62,5 µg/mL; CC = controle de 

crescimento e NIS = Nistatina). 

  

 A análise do pH do meio de cultivo do biofilme, após os períodos de 24 e 48 horas, 

revelou que a média dos pHs do biofilme tratado foi maior, ou seja, menos ácido do que o 

biofilme sem tratamento (Tabela 3). 

 

Tabela 4. Distribuição dos valores do potencial hidrogeniônico obtidos das soluções de 

cultivo dos biofilmes de C. albicans, de 24 e 48 horas, na presença ou não de tratamento. 

 

SOLUÇÕES 

POTENCIAL HIDROGENIÔNICO (pH) 

BIOFILME DE 24 HORAS BIOFILME DE 48 HORAS 

G. graciliflora - 4CIM 3,81 3,48 

 

G. graciliflora - 2CIM 3,53 3,41 

 

G. graciliflora - CIM 3,45 3,35 

 

G. graciliflora - CIM/2 3,42 3,34 

 

CONTROLE DE 

CRESCIMENTO 

3,37 3,25 

 

 

NISTATINA - 100 µg/mL 4,54 4,32 

 

3.4 Atividade antiproliferativa 

  

A doxorrubicina produziu efeito citocida para todas as linhagens celulares testadas (Fig. 

8). O extrato da G. graciliflora apresentou atividade citostática inespecífica. Inibiu a 

proliferação das células de todas as linhagens tumorais testadas, sem evidências de potencial 

citocida até a concentração de 250 µg/mL (Fig. 9). A fração metanólica produziu efeito 

citostático sobre as células das linhagens testadas, exibindo perfil citocida para as linhagens 

M-CF7, 786-0 e NCI/ADR-RES (Fig. 10). A sub-fração metanólica e a fração 

hidrometanólica (50:50) não apresentaram efeito citotóxico sobre as linhagens testadas, até a 

concentração de 250 µg/mL (Figs. 11 e 12). A atividade antiproliferativa do extrato e suas 
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frações foi expressa em GI50 (concentração da amostra necessária para inibir 50% do 

crescimento celular) (Tabela 4). 
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Fig. 8. Proliferação das linhagens celulares em função da concentração (0,25; 2,5; 25 e 250 

μg/mL) após 48 horas de exposição ao quimioterápico Doxorrubicina (controle positivo).  
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Fig. 9. Proliferação das linhagens celulares em função da concentração (0,25; 2,5; 25 e 250 

μg/mL) após 48 horas de exposição ao extrato da G. graciliflora. 
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Fig. 10. Proliferação das linhagens celulares em função da concentração (0,25; 2,5; 25 e 250 

μg/mL) após 48 horas de exposição à fração metanólica do extrato da G. graciliflora. 
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Fig. 11. Proliferação das linhagens celulares em função da concentração (0,25; 2,5; 25 e 250 

μg/mL) após 48 horas de exposição à sub-fração metanólica do extrato da G. graciliflora. 
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Fig. 12. Proliferação das linhagens celulares em função da concentração (0,25; 2,5; 25 e 250 

μg/mL) após 48 horas de exposição à fração hidrometanólica (50:50) do extrato da G. 

graciliflora. 

 

Tabela 5. Valores de GI50 (Growth Inhibition 50 – concentração da amostra necessária para 

inibir 50% do crescimento celular) do extrato da G. graciliflora e de suas frações sobre cultura 

de células tumorais humanas. 

 GI50 (µg/mL) 

 

LINHAGENS 

 

Doxorrubicina 

G. 

graciliflora 

Fração 

metanólica 

Sub-fração 

metanólica 

Fração 

hidrometanólica 

(50:50) 

U251 

Glioma 

0,03  211,32 40,56 > 250 > 250 

 

 

MCF-7 

Mama 

< 0,025 142,08 33,64 > 250 > 250 

 

 

NCI-

ADR/RES 

Ovário 

resistente 

0,36 52,57 28,55 > 250 > 250 
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786-0 

Rim 

0,06 160,23 33,19 > 250 195,64 

 

 

NCI-H460 

Pulmão 

< 0,025 105,18 52,72 > 250 > 250 

 

 

PC-3 

Próstata 

0,08 95,92 95,41 > 250 > 250 

 

 

HT-29 

Cólon 

0,07 > 250 78,84 > 250 > 250 

 

 

HaCat 

Queratinócito 

0.04 109,06 92,74 > 250 > 250 

Mean log 

GI50 

< -1,03 > 2,16 1,71 > 2,39 > 2,38 

 

3.5 Citotoxicidade  

 

O extrato da G. graciliflora apresentou perfil não-tóxico sobre cultura de células  de 

macrófagos RAW 264.7 até a concentração de 62,5 µg/mL, mantendo a viabilidade celular 

acima de 80% (Fig. 13). A análise de variância permitiu observar que houve diferença 

estatística entre a maior concentração utilizada (125 µg/mL) e as demais concentrações (Fig. 

13). 
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Fig. 13. Distribuição do percentual de viabilidade celular de linhagem de macrófagos RAW 

264.7 de acordo com a concentração do extrato de G. graciliflora. 

Letras diferentes indicam diferença estatisticamente entre os grupos (p < 0,05). 

 

4. Discussão 

 

A G. graciliflora possui metabólitos secundários que conferem diferentes propriedades 

farmacológicas à planta e justificam a sua utilização na medicina popular. Os espectros 

obtidos através de ESI-MS permitiram a identificação da quercetina-3-O-β-D-glicopironasil-

(6‖1‖‘)-O-α-L-rhamnopiranosídeo (rutina) e do kaempferol-3-O- β-D-galactopiranosil-

(6‖1‖‘)-O-α-L-rhamnopiranosídeo, compostos pertencentes ao grupo dos flavonoides, e do 

3-O-metil-chiro-inositol (pinitol), pertencente à classe dos polióis cíclicos (Gupta e Uang, 

2014).  

Os flavonoides estão associados a diferentes propriedades farmacológicas, que incluem 

as atividades antimicrobiana e antioxidante. Esses compostos podem inativar enzimas e 

complexarem-se com proteínas da parede celular dos microrganismos, configurando os 

prováveis mecanismos de ação antimicrobiana (Mendes et al., 2011; Silva et al., 2012a). 

Além disso, possuem forte ação antioxidante, o que justifica sua capacidade de regular a 

resposta imunológica (Vezza et al., 2016).  

A rutina e o kaempferol, por exemplo, são conhecidos por seus efeitos antioxidante, 

antitumoral, antimicrobiano e anti-inflamatório (He et al., 2016). Esses compostos apresentam 

atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus 

faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis e C. albicans, bem 

como potencial sobre o vírus HSV-1 (herpes vírus simples – tipo 1) e atividade 

antiproliferativa sobre linhagem de hepatocarcinoma humano. (Ozçelik et al., 2011; Rashed e 

Butmariu, 2014; Singh et al., 2016). Os polióis, por sua vez, produtos do metabolismo de 

carboidratos, estão associados a forte atividade antioxidante (Williamson et al., 2002; Agarie 

et al., 2009).   

Considerando os critérios estabelecidos por Holletz et al. (2002) a atividade antifúngica 

da G. graciliflora foi classificada como moderada sobre as espécies C. albicans, C. krusei e 

C. glabrata. A C. dubliniensis foi a espécie mais susceptível a todas as amostras testadas, cujo 

potencial fungistático foi considerado forte. Esses resultados são positivos, uma vez que as 

espécies de Candida não-albicans têm sido associadas à infecções mais severas por 

apresentarem uma maior resistência aos antifúngicos disponíveis (Silva et al., 2012c; 
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Coronado-Castellote e Jímenes-Soriano, 2013).  As condições e consequências da candidíase, 

principalmente em pacientes imunocomprometidos, direcionam a busca por novos agentes 

efetivos no tratamento dessa infecção, na tentativa de impedir o avanço da infecção, 

inicialmente restrita às superfícies da pele e das mucosas, para a forma mais agressiva, com 

invasão dos tecidos mais profundos e disseminação para outros órgãos (Santos et al., 2013). 

O extrato da G. graciliflora e suas frações apresentam perfil fungistático, sem 

evidências de capacidade fungicida (>2000 µg/mL), ou seja, o extrato é capaz de inibir o 

crescimento da levedura sem causar sua morte. Isto pode ser favorável por controlar a 

infecção, sem provocar o desequilíbrio da microbiota oral normal, comumente causado por 

substâncias fungicidas. Esses resultados podem ser atribuídos ao kaempferol e a rutina, 

presentes na composição do extrato da G. graciliflora e conhecidos como potentes agentes 

antibacterianos e antifúngicos (Kataoka et al. 2001; Tatsimo et al. 2012; Pinho et al. 2014). 

Esses compostos podem inativar proteínas de adesão e transporte, bem como gerar a ruptura 

da membrana da célula microbiana (Alavarce et al., 2015).   

A redução do metabolismo das células do biofilme tratado com o extrato da G. 

graciliflora, verificada no ensaio do MTT, pode estar relacionada à diminuição do número de 

células de C. albicans viáveis (Basso et al., 2011). Geralmente, a atividade metabólica é 

diretamente proporcional ao número de células viáveis (Moura et al., 2006; Seneviratne et al., 

2009; Silva et al., 2008; Silva et al., 2010). Porém, os dados referentes à quantificação 

(UFC/mL) de células de C. albicans viáveis e à atividade metabólica não foram observados na 

mesma intensidade no biofilme de 48 horas. A redução do número de células (UFC/mL) foi 

maior no biofilme tratado com o extrato na concentração de 62,5 µg/mL e a redução da 

atividade metabólica foi mais efetiva na concentração de 250 µg/mL.  Esta redução da 

atividade metabólica pode ter sido decorrente do estresse intracelular promovido pela ação do 

extrato quando numa concentração duas vezes maior em relação à CIM (Basso et al., 2011). 

Por outro lado, a diminuição do número de células viáveis de C. albicans no biofilme tratado 

com o extrato na concentração de 62,5 µg/mL pode ter sido decorrente de uma ação 

antifúngica inicial, com desagregação das células e inibição do biofilme, sem alteração 

significativa em sua atividade metabólica (Basso et al., 2011).  

A redução da atividade metabólica da C. albicans no biofilme maduro foi mais efetiva 

com o extrato na concentração duas vezes maior do que a concentração inibitória mínima. 

Sabe-se que a concentração ativa de um agente antimicrobiano é comumente maior para 

microrganismos organizados em biofilme, quando comparados com aqueles que crescem em 

culturas planctônicas. Os biofilmes podem ser mais resistentes aos agentes antimicrobianos 
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devido à presença da matriz extracelular que impede a penetração do fármaco no seu interior, 

limitando sua ação sobre as células fúngicas (Nett et al., 2011; Oliveira et al., 2013).  Por 

outro lado, a maior concentração do extrato utilizada neste estudo (500 µg/mL) não foi a mais 

efetiva, tanto no teste do MTT como na contagem de UFC/mL. Isto pode ser resultante da 

desagregação de uma parte das células de C. albicans em um estágio inicial, em que as células 

mais resistentes foram selecionadas e estimuladas a se proliferarem em maior intensidade 

(Sugata et al., 2014).  

A C. albicans possui a capacidade de se desenvolver e colonizar sítios no hospedeiro 

humano com valores distintos de pH. Na cavidade oral, o pH é neutro devido à capacidade 

tampão da saliva (Sosinska et al., 2011). Porém, condições ambientais como dieta do 

hospedeiro e a diminuição do fluxo salivar podem levar à alteração do pH (Vylkova et al., 

2011).  Clinicamente, a adesão e a colonização da C. albicans sobre a superfície interna da 

prótese dentária podem propiciar um ambiente ácido, com ativação de fatores de virulência e 

estabelecimento da infecção (Bensen et al., 2004).  

O meio de cultivo para C. albicans utilizado no ensaio do biofilme foi suplementando 

com glicose (1%) como fonte disponível de carbono e nutriente para a proliferação da 

levedura (Pemmeraju et al., 2016). O metabolismo da glicose pela C. albicans aumenta sua 

atividade metabólica, gerando uma maior adesão celular e formação de biofilme (Mayer et al., 

2013). O pH do meio do biofilme tratado com o extrato da G. graciliflora foi menos ácido do 

que naquele sem tratamento. Esse resultado pode estar diretamente relacionado a uma 

diminuição da capacidade da levedura em metabolizar as fontes de carbono disponíveis no 

meio. A alteração do pH gera estresse na levedura por interferência no gradiente de prótons da 

membrana plasmática, dificultando a absorção de nutrientes (Davis, 2009).  

O extrato da G. graciliflora inibiu o crescimento das linhagens celulares testadas, porém 

não apresentou potencial antiproliferativo significativo. Segundo os critérios utilizados pelo 

NCI (Instituto Nacional do Câncer), amostras com log GI50 maior que 1,5 não apresentam 

atividade; log GI50 entre 1,1 e 1,5 apresentam fraca atividade anticâncer; log GI50 entre 0 e 1, 

moderada atividade e log GI50 menores que zero, potente atividade (Fouche et al., 2008).  

A fração metanólica desempenhou atividade citostática para a maioria das linhagens de 

células testadas e comportamento citocida sobre as linhagens M-CF7 (mama), 786-0 (rim) e 

NCI/ADR-RES (ovário com fenótipo de resistência a múltiplos fármacos), sendo esta última, 

a linhagem mais susceptível (GI50 = 28,55 µg/mL). O NCI considera como promissor um 

extrato que apresente valores de GI50 menores que 30 µg/mL (Suffness e Pezzuto, 1990), o 
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que pode sugerir uma seletividade desta fração sobre a linhagem de células tumorais de 

ovário.  

A atividade antiproliferativa das células tumorais da fração metanólica do extrato da G. 

graciliflora pode está associada à presença dos flavonoides. Esta classe de compostos inibe os 

efeitos do câncer através do combate aos radicais livres, modificação de enzimas ativadoras 

da carcinogênese e inibição do fator de transcrição de proteínas ativadas por fatores de 

promoção do tumor (Androutsopoulos et al., 2010; Celik e Arinç, 2010).  

Verificou-se que o kaempferol possui significativo potencial antiproliferativo sobre 

células tumorais humanas de linhagens de câncer uterino (SiHa e HeLa), câncer de mama 

(MCF-7), câncer de estômago (SGC-7901) e câncer de pulmão (A549) (Liao et al., 2016;  Tu 

et al., 2016).  A rutina também teve seu potencial antiproliferativo estabelecido sobre 

linhagens tumorais de cólon (HT-29) (Guon e Chang, 2016) e glioma (GL-15) (Santos et al., 

2011). A proliferação e viabilidade destas linhagens celulares submetidas ao tratamento com 

estes compostos foi significativamente reduzida, devido à elevação do cálcio intracelular, 

condensação nuclear, fragmentação do DNA e ruptura da membrana mitocondrial, induzindo 

ao mecanismo de apoptose (Santos et al., 2011; Guon e Chang, 2016; Liao et al., 2016; Tu et 

al., 2016). 

O pinitol, por sua vez, apresenta atividade quimioterápica in vitro sobre linhagens de 

câncer de pulmão, mama e bexiga (Zhan e Lou 2007; Rengarajan et al., 2012), 

provavelmente, por inibir o estresse oxidativo celular e o processo inflamatório (Rengarajan et 

al., 2012). Está relacionado também à capacidade de reduzir a metástase em câncer de pulmão 

(Sethi et al., 2008) e de próstata (Lin et al., 2013). Este efeito foi observado devido à redução 

do RNAm e da expressão de integrinas, moléculas de adesão celular  que desempenham um 

papel central no controle da adesão, migração e diferenciação celular e do mecanismo de 

apoptose (Lin et al., 2013), intimamente relacionadas à progressão tumoral e ao processo de 

metástase  (Makrilia et al., 2009). 

A atividade citotóxica do extrato foi avaliada sobre linhagem de macrófagos murinos 

(RAW 264.7), cujo método é amplamente utilizado em estudos de citotoxicidade in vitro 

(Oliveira et al., 2013; Oliveira et al., 2014a; Oliveira et al., 2014b; Benso et al., 2015; Bueno-

Silva et al., 2015; Dzoyem et al., 2015; Jang et al., 2015; Tan et al., 2015). É um modelo 

adequado para o rastreio de novas substâncias com potencial anti-inflamatório e para a 

avaliação de inibidores das vias que conduzem à indução de enzimas e citocinas pró-

inflamatórias (Yang et al., 2012).  
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De acordo com o Órgão Internacional de Padronização (International Standard 

Organization), ISO 10993-5: 2009, concentrações que mantêm a viabilidade celular abaixo de 

70% são consideradas citotóxicas. Neste estudo, o extrato da G. graciliflora não ocasionou 

efeito citotóxico nos macrófagos até a concentração de 62,5 µg/mL, mantendo a viabilidade 

celular acima de 80%.  

A rutina apresenta baixa citotoxicidade sobre cultura de células de macrófagos RAW 

264.7, com manutenção da viabilidade destas células acima de 80%, até a concentração de 

250 µg/mL (Kazlowska et al., 2010; Su et al., 2014). O kaempferol também não apresenta 

efeitos significativos sobre a viabilidade celular de macrófagos até a concentração de 50 µM 

(Warat et al., 2015).  

Os resultados da citotoxicidade em macrófagos podem definir as concentrações a serem 

utilizadas em ensaios in vitro de atividade anti-inflamatória, analisada por meio da 

estimulação de macrófagos e mensuração da produção de óxido nítrico (Oliveira et al., 

2014b). O óxido nítrico é considerado um importante mediador pró-inflamatório em vários 

eventos fisiológicos e fisiopatológicos (Dzoyem et al., 2015). Agentes inibidores da sua 

produção podem ser considerados com forte potencial anti-inflamatório (Benso et al., 2015; 

Bueno-Silva et al., 2015; Dzoyem et al., 2015). 

Os extratos de plantas podem ser investigados sobre diferentes propósitos terapêuticos, 

representando uma importante contribuição para a ciência. Estudos com a planta G. 

graciliflora ainda são iniciais e muitas das propriedades biológicas e farmacológicas, de seus 

componentes necessitam ser analisadas, no sentido de compreender e confirmar suas 

indicações terapêuticas. Os resultados deste estudo apontam o extrato como uma possível 

fonte de substâncias bioativas, que podem ser utilizadas no desenvolvimento de novas 

formulações para o tratamento da candidíase oral.  

 

6. Conclusões 

 

O extrato das folhas da Guapira graciliflora Mart. possui atividade antifúngica, capaz 

de inibir in vitro o crescimento de espécies de Candida e a formação do biofilme de C. 

albicans, sem evidências de alteração significativa na viabilidade de células de linhagens 

tumorais e não tumorais humanas.  
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados encontrados apontam o extrato das folhas da Guapira graciliflora Mart. 

como possível fonte de substâncias para o desenvolvimento de novos agentes antifúngicos, 

voltados ao tratamento da candidíase. Porém, torna-se necessária a investigação de outras 

propriedades biológicas, como os mecanismos de ação sobre os fatores de virulência e 

toxicidade. Assim como, a realização de estudos para identificação do seu potencial 

terapêutico, viabilizando o desenvolvimento de novas formas farmacêuticas. A investigação 

de novas alternativas terapêuticas para o tratamento da candidíase é necessária, especialmente 

aquelas causadas por espécies não-albicans, uma vez que sua incidência nas últimas décadas 

tem gerado impacto negativo na saúde pública, com significativo índice de mortalidade, 

especialmente em pacientes imunocomprometidos 
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