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RESUMO 

Pesquisadores têm trabalhado cada vez mais na busca de substâncias que possuam atividade 

antifúngica e possam ser utilizadas no tratamento da Candidose oral. A planta Sideroxylon 

obtusifolium (S. obtusifolium) é um vegetal encontrado principalmente na região da caatinga do 

nordeste brasileiro e tem sido popularmente utilizada no tratamento de diversas afecções. Sua 

atividade antimicrobiana já foi descrita na literatura, porém de forma escassa. O objetivo deste 

estudo foi analisar o perfil fitoquímico da fração diclorometano (FDIC) proveniente do extrato 

hidroetanólico de folhas de Sideroxylon obtusifolium T. D. Penn bem como avaliar atividade 

antifúngica e antibiofilme sobre espécies do gênero Candida spp. Após a produção do extrato 

e posterior fracionamento, foi realizada a análise do perfil fitoquímico por meio de screening 

qualitativo, quantitativo e de ressonância magnética nuclear de 1H para a FDIC. Em seguida, 

foi investigada a atividade antifúngica da FDIC por meio da determinação da concentração 

inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida mínima (CFM) sobre Candida albicans e em 

espécies não-albicans. Após essa etapa, foi analisado o efeito da fração sobre a cinética de 

crescimento (Curva Time-Kill) de C. albicans (ATCC 10232) e inibição de aderência e biofilme 

maduro de C. albicans (ATCC 10232), C. glabrata (ATCC 90030) e da associação entre as 

duas leveduras com base no número de unidades formadoras de colônias (UFC) e atividade 

metabólica. Os dados das análises da ação da FDIC sobre a cinética de crescimento de C. 

albicans e da eficácia antibiofilme foram analisados por meio do programa Statistical Package 

for the Social Sciences (SPSS) com um nível de significância de 5%. O teste de variância a um 

fator fixo (ANOVA one-way) e pós-teste de Tukey foram empregados para checar diferenças 

nas variáveis dependentes entre os grupos respectivamente. A caracterização fitoquímica 

sugeriu a presença majoritária de saponinas e compostos fenólicos. A FDIC apresentou valores 

de CIM entre 250 µg/mL e 1000 µg/mL e CFM entre 1000 µg/mL e >1000 µg/mL, com 

atividade fungistática sobre a maioria das espécies fúngicas estudadas. A concentração de 2000 

µg/mL da fração apresentou atividade fungicida por um período de 24 h sobre C. albicans, 

apresentando maior atividade na redução da aderência e do biofilme dessa espécie fúngica. A 

fração na concentração de 1000 µg/mL foi eficaz na redução da adesão e do biofilme de C. 

glabrata (ATCC 90030), enquanto que no biofilme da associação das duas cepas esse valor 

caiu para 250 µg/mL. A FDIC apresentou atividade antifúngica, sendo fungistática contra a 

maioria das espécies testadas. Além disso, reduziu a aderência e o biofilme das espécies de 

Candida spp.  Diante dos resultados apresentados, há necessidade da realização de mais análises 

como atividade antioxidante e testes de toxicidade com a FDIC, visando uma possível utilização 

clínica da fração como terapia antifúngica alternativa na Odontologia. 
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ABSTRACT 

 

Researchers have been working in the search for substances that have antifungal activity and 

can be used in the treatment of oral candidiasis. Sideroxylon obtusifolium (S. obtusifolium) is a 

plant found mainly in caatinga of Brazilian Northeastern and has been popularly used in the 

treatment of several conditions. Its antimicrobial activity has been described in the literature, 

but in a scarce way. The aim of this study was to analyze the phytochemical profile of the 

dichloromethane fraction (DICF) of the leaves of Sideroxylon obtusifolium T. D. Penn 

hydroethanolic extract as well as to evaluate its antifungal and antibiofilm activity on species 

of the genus Candida spp. After the production of the extract and subsequent fractionation, the 

analysis of the DICF phytochemical profile was carried out through qualitative and quantitative 

screening beyond 1H nuclear magnetic resonance. Then, the antifungal activity of the DICF 

was investigated by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum 

fungicidal concentration (MFC) on Candida albicans and non-albicans species. After that, it 

was analyzed the effect of the fraction on the growth kinetics (Time-Kill Curve) of C. albicans 

(ATCC 10232) and adherence and mature biofilm inhibition of C. albicans (ATCC 10232), C. 

glabrata (ATCC 90030) and the association between the two yeasts based on the number of 

colony forming units (CFU) and metabolic activity. The data from the analysis of the DICF's 

action on the growth kinetics of C. albicans and the antibiofilm efficacy were analyzed using 

the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) program with a significance level of 5%. 

The one-way test of variance (one-way ANOVA) and Tukey's post-test were used to check 

differences in the dependent variables between the groups respectively. Phytochemical 

characterization suggested the majority of saponins and phenolic compounds. The DICF 

showed MIC values between 250 µg/mL and 1000 µg/mL and MFC between 1000 µg/mL and 

> 1000 µg/mL, with fungistatic activity on most of the studied fungal species. The fraction 

concentration of 2000 μg/mL showed fungicidal activity for a period of 24 h on C. albicans, 

showing greater activity on reducing the adhesion and biofilm of this fungal species. The 

fraction concentration of 1000 μg/mL was effective on reducing the adhesion and biofilm of C. 

glabrata (ATCC 90030), while on the biofilm of the association of the two strains this value 

dropped to 250 μg/mL. The DICF showed antifungal activity, being fungistatic against most of 

the tested species. In addition, it reduced the adherence and biofilm of Candida spp. In view of 

these results, it is necessary to carry out further analyzes such as antioxidant activity and toxicity 

tests with the DICF, aiming at a possible clinical use of the fraction as an alternative antifungal 

therapy in dentistry.  
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

Os patógenos fúngicos emergentes representam uma ameaça crescente à saúde pública, 

segurança alimentar, e ecossistemas (GHOSH et al., 2018). Mais de um bilhão de pessoas são 

diretamente afetadas por micoses globalmente, 150 milhões das quais têm uma infecção séria 

ou potencialmente fatal (GOW; NETEA, 2016; BONGOMIN et al., 2017). A incidência de 

infecções fúngicas varia de acordo com condições socioeconômicas, regiões geográficas, 

hábitos culturais e o número de indivíduos portadores de fatores de risco para adquirir estas 

infecções (GIACOMAZZI et al., 2016).  

As infecções fúngicas invasivas estão aumentando paralelamente ao aumento da 

população de indivíduos imunossuprimidos, prescrição excessiva de quimioterápicos, agentes 

antifúngicos e esteroides, uso extensivo de cateteres, além de outros implantes médicos (LI et 

al., 2018). 

O envolvimento sistêmico grave de espécies de Candida pode causar morbidade e 

mortalidade significativas, principalmente em hospedeiros imunocomprometidos. Candidemias 

associadas à Candida albicans têm taxas de mortalidade que podem exceder 30% em certas 

populações. Pacientes gravemente neutropênicos, pacientes em unidade de terapia intensiva 

(UTI) e pacientes em UTI neonatal tendem a abrigar gêneros patológicos menos comuns de 

Candida (HELLSTEIN; MAREK, 2019). 

Apesar do risco que as micoses representam, uma revisão do investimento no Reino 

Unido por instituições filantrópicas e de financiamento público descobriu que, entre 1997 e 

2010, pesquisas relacionadas às micoses foram o foco de menos de 3% dos estudos financiados, 

ou 1,9% do investimento financeiro em todas as pesquisas sobre doenças infecciosas (GHOSH 

et al., 2018). 

A infecção fúngica humana mais comum é a candidose oral, que é caracterizada por um 

crescimento excessivo de espécies de Candida no epitélio superficial da mucosa oral (LYU et 

al., 2016). Os microrganismos da microbiota oral podem viver harmonicamente na cavidade 

oral, porém quando há desequilíbrio na homeostase, podem provocar doenças no indivíduo, tais 

como cárie dentária, doença periodontal e candidose oral (CARTAXO-FURTADO et al., 

2015). 

A candidose oral tem como causa mais comum a espécie albicans (ROQUE et al., 

2018), porém outras espécies do gênero Candida foram atribuídas à doença na cavidade oral: 

Candida glabrata, Candida guillermondii, Candida krusei, Candida lusitaniae, Candida 
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parapsilosis, Candida pseudotropicalis, Candida stellatoidea e Candida tropicalis 

(HELLSTEIN; MAREK, 2019). Além de atuarem isoladamente, Candida spp. podem agir em 

combinações de duas ou mais espécies. Estudos demonstram que a associação da C. albicans 

com C. glabrata foi a mais prevalente em pacientes com HIV/AIDS (CLARCK-ORDÓÑEZ et 

al., 2016) ou naqueles que apresentavam estomatite protética (MUADCHEINGKA; 

TANTIVITAYAKUL, 2015). 

A candidose oral ocorre principalmente nos casos em que a imunidade está 

comprometida, afetando grande parte dos indivíduos da população, como pacientes 

transplantados, pacientes em terapia imunossupressora (SANGUINETTI et al., 2015), 

pacientes com idade avançada, desnutrição, doença metabólica, infecções concomitantes, 

hipofunção da glândula salivar (HELLSTEIN; MAREK, 2019), recém-nascidos, pacientes com 

câncer oral sob terapia antineoplásica, usuários de próteses, entre outros, apresentando 

diferentes características clínicas (PEREIRA et al., 2016). 

A apresentação clínica mais comum de candidose oral é a pseudomembranosa, 

caracterizada por apresentar placas moles, multifocais ou difusas, ligeiramente elevadas, 

localizadas especialmente na mucosa jugal, língua, palato e região retromolar (CASTRO et al., 

2013; SIMÕES et al., 2013). A candidose atrófica aguda mostra uma mucosa eritematosa, mas 

sem a presença de pseudomembrana, podendo ser localizada ou generalizada. Sua natureza 

dolorosa é o que traz o paciente à clínica (HELLSTEIN; MAREK, 2019).  A candidose atrófica 

crônica, geralmente assintomática, aparece na forma de uma ou mais manchas de coloração 

vermelha, frequentemente observada em indivíduos imunocomprometidos, em usuários de 

fármacos imunossupressores e de prótese. (ORENSTEIN; TAYLOR, 2014; REINHARDT et 

al., 2020). Outro tipo de candidose oral é a queilite angular, em que o paciente pode ser 

assintomático ou apresentar sensibilidade, eritema e fissura nas comissuras labiais (SIMÕES et 

al., 2013; HELLSTEIN; MAREK, 2019).  

A patogenicidade de C. albicans está associada com sua capacidade dimórfica, ou seja, 

mudança da forma leveduriforme para hifa (GOW et al., 2013). A forma hifal é capaz de 

penetrar nas superfícies epiteliais e danificar os tecidos do hospedeiro, levando ao processo de 

infecção (TEODORO et al., 2018). A transição de filamentos de levedura para hifas ocorre em 

resposta a uma ampla variedade de condições do hospedeiro que podem ser reproduzidas em 

estudos in vitro, como temperatura corporal (37°C), alta concentração de CO2, fontes de 

carbono ou aminoácidos e matriz extracelular de biofilmes microbianos (DE BARROS et al., 

2017). 
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Outros fatores de virulência de Candida spp. incluem a capacidade de adesão às células 

epiteliais do tecido oral humano, troca fenotípica, secreção de enzimas hidrolíticas e formação 

de biofilme (SOUZA et al., 2018). A adesão é o primeiro passo para o desenvolvimento da 

candidose e pode ocorrer tanto em células como em superfícies de dispositivos médicos, 

geralmente levando à formação de biofilme. Assim, a adesão é uma etapa fundamental para um 

processo infeccioso, que é influenciado pela composição das paredes celulares de leveduras e 

pelas características da superfície à qual as células de levedura aderem (PARK et al., 2017; 

ARAÚJO et al., 2017).  

Biofilmes são comunidades de microrganismos ligados a superfícies bióticas ou 

abióticas, incorporado em uma matriz de substância polimérica extracelular difícil de eliminar 

(SOUZA et al., 2018). A habilidade de formar biofilmes é um dos maiores fatores de virulência 

da C. albicans (TEODORO et al., 2018), pois confere tolerância significativa à terapia 

antifúngica, principalmente limitando a penetração de substâncias através da matriz extracelular 

e resistência a ataques de células fagocíticas. Talvez a propriedade específica do biofilme mais 

relevante clinicamente seja o desenvolvimento de resistência antifúngica das células que o 

compõem, onde concentrações inibitórias mínimas (CIM) podem ser até 1000 vezes maior do 

que as encontradas para células planctônicas (SOUZA et al., 2018). 

O arsenal de antifúngicos para o tratamento da candidose oral é restrito, por exemplo, 

aos azóis (miconazol, fluconazol, clotrimazol e itraconazol) e nistatina (polieno) (PATIL et al., 

2015). Esses fármacos disponíveis no mercado são eficazes, mas têm efeitos adversos, como 

reações alérgicas e interações antagônicas com outros fármacos (BAKHSHI et al., 2012). Além 

disso, o uso da nistatina pode apresentar reações gastrointestinais, incluindo vômitos, náuseas, 

diarreia, anorexia e dor abdominal (LYU et al., 2016).  

Ademais, como consequência do amplo uso de agentes antifúngicos, observa-se que a 

resistência de Candida albicans aos fármacos convencionais está aumentando, o que representa 

uma séria ameaça à terapia antifúngica (LI et al., 2018). O alto grau de resistência de C. albicans 

associada ao biofilme é um dos principais fatores que dificultam o desenvolvimento de 

coeficiente de eficácia satisfatório (SILVA et al., 2017). O principal mecanismo de resistência 

fúngica provém de mutações impostas por pressões seletivas diante do uso indiscriminado dos 

antifúngicos tradicionais (BERKOW; LOCKHART, 2017). 

Segundo uma revisão compartilhada por O’Nell (2014) sobre a resistência aos 

antimicrobianos, a mesma causará, entre os anos de 2014 a 2050, um impacto no PIB mundial 

de mais de 100 trilhões de dólares. Além disso, o número de mortes por ano no mesmo período 
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será de mais de 390.000 na América Latina, sendo o continente asiático e o africano os mais 

atingidos com mais de 4.000.000 de mortes por ano. 

A resistência microbiológica envolve mecanismos moleculares e pode ser intrínseca ou 

adquirida. A resistência intrínseca é uma característica fenotípica de determinada espécie de 

microrganismo e confere a ele a resistência inata antes da exposição deste ao antifúngico. Já a 

resistência adquirida ocorre em microrganismos que desenvolveram mutações após a exposição 

ao antifúngico e posteriormente houve a seleção, sobrevivência e proliferação daqueles 

mutantes resistentes (VIEIRA; SANTOS, 2017). 

Fatores de transcrição mutantes contribuem com a formação de resistência 

microbiológica aos antifúngicos. Em C. albicans, a falta de recombinação sexual leva à 

aquisição de resistência aos fármacos através da plasticidade do genoma e aumento de taxas de 

mutação e de recombinação mitóticas. Porém, a resistência mediada por bombas de efluxo é 

uma das mais comuns (FORD et al.,2015). Mutações em genes que interferem na regulação das 

bombas de efluxo podem levar à superexpressão destas, fato que ocorre em certos casos de 

resistência, onde a concentração de antifúngico no microrganismo e sua ação são alterados pela 

retirada de droga (LO et al.,2015; JENSEN et al.,2015).  

Assim, a procura por terapêuticas alternativas eficazes de controle microbiológico para 

uso em seres humanos levou ao crescente interesse pelas plantas medicinais devido ao seu 

potencial terapêutico para o desenvolvimento de novos fármacos eficazes com menos efeitos 

adversos em comparação com fármacos convencionais existentes, fornecendo assistência 

médica aos profissionais com opções viáveis para o tratamento de doenças orais (ALMEIDA 

et al., 2018). 

A Caatinga brasileira constitui um bioma único que despertou atenção por sua 

biodiversidade exuberante e inexplorada (ARAÚJO-NETO et al., 2010) sendo um ecossistema 

que cobre cerca de 1 milhão de Km2 do Nordeste brasileiro (FIGUEIREDO; LIMA, 2015). Sua 

vegetação xerófila característica é afetada por secas prolongadas e irregulares, altas 

temperaturas e elevadas radiações ultravioletas (FIGUEIREDO; LIMA, 2015).   

Sideroxylon obtusifolium, pertencente à família Sapotaceae (GOMES et al.,2010), 

conhecida no Brasil como “quixabeira”, “quixaba” ou “rompe-gibão”, é uma espécie de planta 

medicinal nativa da caatinga brasileira (Figura 1) (ARAÚJO-NETO et al., 2010). As suas folhas 

e cascas são popularmente usadas em forma de chás, com diversas finalidades terapêuticas 

como ação anti-inflamatória, gastrite, cólicas, problemas renais, úlcera duodenal, azia e 

problemas cardíacos (AQUINO et al., 2016). 
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Figura 1. Visão geral da árvore de Sideroxylon obtusifolium. Foto: Jose Malta Fontes/Portal Maltanet  

 

Segundo Passos-Oliveira et al. (2012), os estudos químicos e farmacológicos de S. 

obtusifolium são poucos e, até alguns anos atrás, apenas triterpenóides pentacíclicos comuns 

haviam sido relatados em sua composição. Os autores isolaram quatro saponinas e dez 

flavonoides glicosilados da fração solúvel em butanol do extrato etanólico das folhas da planta. 

Araújo-Neto et al. (2010) encontraram a presença de saponinas, esteroides, fenóis, taninos, 

triterpenos, xantonas, flavanonas e flavononóis como constituintes do extrato etanólico de S. 

obtusifolium. De Aquino et al. (2017) isolaram N-metil- (2S, 4R) - trans -4-hidroxi-l-prolina 

(NMP) do extrato metanólico das folhas de S. obtusifolium afirmando apresentar atividade 

antinociceptiva e principalmente anti-inflamatória. 

Diante do uso popular constante desse vegetal, pesquisas que comprovem 

cientificamente a atividade anti-inflamatória (ARAÚJO-NETO et al., 2010; AQUINO et al., 

2016; DE AQUINO et al., 2017; DE AQUINO et al., 2019), antioxidante (FIGUEIREDO; 

LIMA, 2015) e antimicrobiana (ELLER et al., 2015; AQUINO et al., 2016; PEREIRA et al., 

2016; SILVA et al., 2017; SAMPAIO et al., 2017) de S. obtusifolium têm sido realizadas.  

Ao estudar a atividade antifúngica frente às espécies C. albicans, C. glabrata e C. 

tropicalis, Silva et al. (2017) afirmam que o extrato etanólico e a fração metanólica das folhas 

S. obtusifolium apresentaram potencial antifúngico, com diâmetro dos halos de inibição 

variando entre 24,5-19,5 mm e 25,0-18,0 mm, respectivamente.  Os melhores resultados de 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) foram registrados para o extrato etanólico das folhas de 

S. obtusifolium com valores de 0,16 mg/mLpara C. albicans e C. glabrata e 0,32 mg/mLpara 

C. tropicalis. 

Pereira et al. (2016) afirmam que a fração diclorometano (FDIC) das folhas de S. 

obtusifolium mostrou fraca atividade antifúngica contra Candida albicans (CIM = 1000 
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µg/mL). No entanto, a fração n-butanol do extrato revelou forte atividade sobre o crescimento 

dessa espécie, apresentando CIM de 62,5 µg/mL, porém mostrou citotoxicidade em macrófagos 

murinos (RAW 264.7) em concentrações próximas a CIM/CFM, não afetando a viabilidade de 

queratinócitos humanos.  

Sampaio et al. (2017), avaliando a atividade antimicrobiana das frações do extrato 

hidroalcoólico das folhas e cascas de S. obtusifolium observaram que a FDIC e a fração n-

butanol do extrato de S. obtusifolium apresentaram atividade inibitória promissora sobre o 

crescimento de C. albicans, com valores de CIM e Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

para as duas frações de 250 µg/mLe 500 µg/mL, respectivamente, quando utilizadas as folhas 

da planta.  

Diante disso, como também da escassa literatura envolvendo estudos com a utilização 

da FDIC de Sideroxylon obtusifolium, torna-se relevante investigar o efeito inibitório desta 

fração sobre o crescimento, adesão e formação de biofilme de espécies fúngicas do gênero 

Candida. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Investigar o perfil fitoquímico bem como analisar in vitro a atividade antifúngica e 

antibiofilme da FDIC de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn sobre espécies do gênero 

Candida.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar o perfil fitoquímico da FDIC de S. obtusifolium por meio de Screening 

qualitativo e quantitativo;  

 Avaliar a presença de classes de metabólitos secundários da FDIC por meio de 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 1H; 

 Avaliar a atividade antifúngica da FDIC de S. obtusifolium por meio da determinação 

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

sobre cepas de C. albicans (ATCC 10231), C. glabrata (ATCC 90030), C. krusei 

(ATCC 34135), C. tropicalis (ATCC 750), C. parapsilosis (ATCC 22019) e cepas 

clínicas de C. albicans (A4), C. albicans (A5) e C. albicans (A6);  

 Determinar, a ação da FDIC sobre a cinética de crescimento em C. albicans utilizando 

a curva de Time Kill; 

 Analisar a atividade antiaderente e antibiofilme da FDIC por meio de ensaios de inibição 

da aderência fúngica e de inibição em biofilmes maduros em C. albicans, C. glabrata e 

na associação entre as duas cepas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Delineamento do estudo 

 

Foi realizado um ensaio laboratorial experimental in vitro. 

 

3.2 Local da pesquisa 

  

As análises fitoquímicas foram realizadas no Laboratório de Fitoquímica da 

Universidade Estadual da Paraíba/UEPB e no Laboratório Multiusuário de Caracterização e 

Análises da Universidade Federal da Paraíba/UFPB.   

Os ensaios microbiológicos foram realizados no Laboratório de Análises e Diagnóstico 

e no Laboratório de Patologia do Departamento de Odontologia da UEPB.  

  

3.3 Material botânico 

 

As folhas de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn foram coletadas no período matutino, 

no mês de abril de 2017, na região do semiárido nordestino, zona rural do município de 

Campina Grande, Estado da Paraíba, Brasil (7º 22´ 25´´S, 35º 59´ 32´´W). 

O espécime de Sideroxylon obtusifolium T.D. usado nesse estudo foi semelhante ao 

usado por Pereira et al. (2016) que foi depositado na Coleção do Herbário Professor Lauro Pires 

Xavier do Departamento de Sistemática e Ecologia da Universidade Federal da Paraíba, João 

Pessoa- PB, onde encontra-se identificado com o número de voucher: JPB 57.985. A presente 

pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e 

Conhecimentos Tradicionais Associados do Ministério do Meio Ambiente sob o número 

A39F2C5.  

O material vegetal foi acondicionado em sacolas de papel e em seguida foi realizada a 

limpeza do mesmo, eliminando folhas impregnadas por líquens ou matéria contaminante, 

espinhos e demais partes aéreas presentes nas folhas, que pudessem interferir no padrão de 

qualidade da planta em estudo. 

As folhas foram submetidas à secagem em estufa de ar circulante (FANEM – Modelo 

330/ 5) a 40°C, por um período de 14 dias até a estabilização final do peso. Posteriormente, 

foram moídas em moinho de facas (SOLAB – Modelo SL 30), com diâmetro da partícula de 10 
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mesh. O peso inicial das folhas foi de 1,223 kg, mas após a secagem, esse valor foi reduzido 

para 770 g de folhas. 

 

3.4 Obtenção do extrato 

 

Foi preparado um extrato hidroetanólico (7:3 – v:v) das folhas de S. obtusifolium T. D. 

Penn na proporção 200 g planta seca e moída para 1 litro de solvente. O método de extração 

utilizado foi o da maceração. O extrato foi acondicionado em recipientes de vidro âmbar 

protegidos da luz e conservados sob refrigeração.  

O extrato hidroetanólico foi evaporado em evaporador rotativo a 40°C, com rotação de 

70 rpm para eliminação do solvente (Figura 2). Posteriormente foi liofilizado (Liofilizador LS 

3000 Terroni®) sob temperatura de -20°C a -40°C, fornecendo 47g do extrato hidroetanólico 

liofilizado (EHL). 

  

 

Figura 2. Extrato hidroetanólico bruto das folhas de S. obtusifolium após rotaevaporação. 

 

3.5 Fracionamento líquido-líquido do extrato bruto de S. obtusifolium 

 

O EHL foi redissolvido em uma solução de 50 mL de metanol: água (7:3 - v:v) e 

particionado em um funil de separação (DA CUNHA et al., 2013) utilizando-se os seguintes 

solventes em grau crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e álcool n-

butílico (Figura 3). Esta solução foi levada ao funil de separação, no qual foram adicionados 50 

mL dos solventes, na ordem descrita acima. Inicialmente, agitou-se e observou-se a separação 

da fase. Os solventes foram utilizados até o esgotamento total dos compostos da solução-mãe. 
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Cada passagem dos solventes pela solução-mãe foi coletada, em seguida cada fração foi 

submetida ao evaporador rotativo a 40°C, com rotação de 70 rpm e ao liofilizador (Liofilizador 

LS 3000 Terroni®) sob temperatura de -20°C a -40°C, sendo posteriormente armazenadas sob 

refrigeração.  A fração que foi utilizada para os testes de atividade antimicrobiana foi a 

diclorometano, cujo peso final do pó foi de 6g.  

 

 

Figura 3. Fracionamento líquido-líquido do extrato bruto de S. obtusifolium em ordem crescente de 

polaridade dos solventes: hexano (A), diclorometano (B), acetato de etila (C) e álcool n-butílico (D). 

 

3.6 Caracterização fitoquímica da FDIC de S. obtusifolium  

 

3.6.1 Screening qualitativo  

 

A investigação fitoquímica da FDIC de S. obtusifolium foi realizada seguindo o método 

de Matos (2009) e Costa (2010). 

 

3.6.1.1 Testes que utilizam água destilada como solvente 

 

Foi preparada uma solução mãe, pesando 140 mg da FDIC, dissolvida em 28mL de água 

destilada e posteriormente a solução foi filtrada. 

 

3.6.1.1.1 Saponinas 

 

Para a investigação da presença de saponinas, 5 mL da solução mãe foram diluídos em 

15 mL de água destilada. O tubo foi agitado vigorosamente durante 2 minutos. Após esse tempo, 

foi verificado se havia ou não presença de espuma permanente, a qual sugere a presença de 

saponinas. 
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3.6.1.1.2 Polissacarídeos 

 

 Para investigar a presença de polissacarídeos, 5 mL dessa mesma solução mãe foram 

colocados em contato com 5 gotas de lugol. O aparecimento da coloração azul indicou resultado 

positivo para presença de polissacarídeos. 

 

3.6.1.1.3 Taninos e fenólicos totais 

 

A identificação de taninos e fenólicos totais necessitou da adição de 2 gotas de solução 

alcoólica de cloreto férrico a 1% em 5 mL da solução mãe. Mudança na coloração ou formação 

de precipitado indicou reação positiva para estes compostos. Uma coloração inicial entre o azul 

e o vermelho é indicativo da presença de fenóis. Um precipitado de tonalidade azul escuro 

indica taninos pirogálicos, e verde, presença de taninos catéquicos.  

 

3.6.1.2 Testes que utilizam metanol como solvente 

 

Foi preparada uma solução mãe com 120 mg da FDIC dissolvida em 24 mL de metanol 

e posteriormente a solução foi filtrada. 

 

3.6.1.2.1 Flavonoides 

 

Para identificação de flavonoides, foram acrescentadas 5 gotas de ácido clorídrico 

concentrado e raspas de magnésio a 10 mL dessa solução mãe. O surgimento de uma coloração 

rósea-alaranjada indicou reação positiva para flavonoides. 

 

3.6.1.3 Testes que utilizam clorofórmio como solvente 

 

Foi preparada uma solução mãe contendo 75 mg da FDIC dissolvidos em 15 mL de 

clorofórmio e posteriormente a solução foi filtrada. 

 

3.6.1.3.1 Esteroides e Triterpenos 
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Para a verificação da presença de esteroides e triterpenos 10 mL dessa solução mãe 

foram filtrados sobre carvão ativado. Posteriormente foram adicionados 1 mL de anidrido 

acético e o tubo foi agitado. Logo após, foram adicionadas 3 gotas de ácido sulfúrico 

concentrado e novamente o tubo foi agitado. O rápido desenvolvimento das cores que variam 

do azul evanescente ao verde persistente indicou resultado positivo para estes compostos. 

 

3.6.1.4 Outros testes 

 

Por fim, para a investigação da presença de alcaloides, 25 mg da FDIC foram dissolvidas 

em 5 mL de solução de ácido clorídrico 5% e filtradas. Após a filtragem, essa solução foi 

separada em três tubos de ensaios diferentes. Em cada tubo foram adicionados reagentes de 

Bouchard, Dragendorff e Mayer. A precipitação ou turvação em pelo menos um dos tubos 

indicou resultado positivo para alcaloides. 

 

3.6.2 Screening quantitativo 

 

O perfil fitoquímico da FDIC de S. obtusifolium também foi determinado por meio da 

quantificação do teor de polifenóis totais, flavonoides totais e taninos condensados. 

Para a determinação do teor de polifenóis totais, foi utilizado um método baseado no 

estudo descrito por Chandra e De Mejía Gonzalez (2004). Em uma microplaca de 96 poços, foi 

adicionado 100 µL da solução aquosa da fração do extrato (2000 µg/mL) na primeira fileira e 

50 µL de água destilada nas fileiras seguintes. Em seguida, foram feitas diluições seriadas (1:2) 

com a transferência de 50 µL da fração aos poços subsequentes. Após essa etapa, 50 µL do 

reagente de Folin-Ciocalteau foram adicionados aos poços e esta mistura permaneceu em 

repouso por 2 minutos. Em seguida, foram adicionados 100 µL de uma solução aquosa de 

Na2CO3 a 20% (p/v), e a mistura permaneceu em repouso por mais 10 minutos. Posteriormente, 

foi feita a leitura da absorbância a 757 nm em leitor de microplacas (Biochrom, EZ Reader 400 

Microplate Reader) (Figura 4) contra um branco composto por água destilada e a fração. A 

análise foi realizada em triplicata. 

Para a obtenção da curva analítica, uma solução padrão de 100 µg/mL de ácido gálico 

foi preparada pela dissolução de 5 mg do padrão em 50 mL de água destilada. A partir dessa 

solução foram feitas diluições em triplicata, de forma a obter soluções de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 
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25, 30, 35, e 40 µg/mL.  A concentração de polifenóis foi expressa em miligramas equivalentes 

de ácido gálico.  

 

 

Figura 4. Leitor de microplacas (Biochrom, EZ Reader 400 Microplate Reader) 

 

A determinação do conteúdo de flavonoides totais baseou-se em um método proposto 

por Meda et al. (2005). Inicialmente foi preparada a solução da fração do extrato diluída em 

metanol (2000 µg/mL). Em uma microplaca de 96 poços, foi adicionado 200 µL da solução da 

fração do extrato na primeira fileira e 100 µL de metanol nas fileiras seguintes. Em seguida, 

foram feitas diluições seriadas (1:2) com a transferência de 100 µL da fração aos poços 

subsequentes. Após essa etapa, 100 µL de AlCl3 a 2% (p/v) foram adicionados aos poços e esta 

mistura permaneceu em repouso por 10 minutos (Figura 5A). Posteriormente, foi feita a leitura 

da absorbância a 415 nm em leitor de microplacas (Biochrom, EZ Reader 400 Microplate 

Reader) contra um branco composto por metanol e a fração. A análise foi realizada em triplicata. 

A curva de calibração foi obtida a partir de uma solução padrão a 100 µg/mL de 

quercetina, preparada pela dissolução de 5 mg do padrão em 50 mL de metanol. A partir dessa 

solução, foram feitas diluições em triplicata, obtendo-se soluções de quercetina nas 

concentrações de 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26 e 30 µg/mL (Figura 5B). A concentração de flavonoides 

foi expressa em miligramas equivalentes de quercetina.  
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Figura 5. Quantificação do teor de flavonoides totais presentes na fração diclorometano do extrato de S. 

obtusifolim através de diluições em triplicata da fração (A) e de quercetina (B) baseado no método de 

Meda et al.  (2015). 

 

O teor de taninos condensados foi quantificado baseando-se no método de Makkar e 

Becker (1993). Inicialmente foi preparada a solução da fração do extrato diluída em metanol 

(2000 µg/mL). Em uma microplaca de 96 poços, foram adicionados 50 µL da solução da fração 

do extrato na primeira fileira e 25 µL de metanol nas fileiras seguintes. Em seguida, foram feitas 

diluições seriadas (1:2) com a transferência de 25 µL da fração aos poços subsequentes. Após 

essa etapa, 150 µL da solução de vanilina (4% p/v em metanol) foram adicionados aos poços e 

em seguida foram colocados 75 µL de ácido clorídrico concentrado (37%). Esta mistura 

permaneceu em repouso por 20 minutos. Posteriormente, foi feita a leitura da absorbância a 500 

nm em leitor de microplacas (Biochrom, EZ Reader 400 Microplate Reader) contra um branco 

composto por metanol e a fração. A análise foi realizada em triplicata. 

A curva de calibração para este ensaio foi obtida a partir de uma solução padrão de 

catequina obtida pela dissolução de 5 mg do padrão em 50 mL de metanol. A partir dessa 

solução, foram realizadas diluições de forma a obter soluções de catequina nas concentrações 

de 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 µg/mL. A concentração de taninos 

condensados foi expressa em miligramas equivalentes de catequina. Foram feitas seis replicatas 

para cada solução de catequina. 

 

3.6.3 Análise espectroscópica por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 1H da FDIC de 

S. obtusifolium 

 

O espectro de RMN de 1H foi obtido em um espectrômetro Bruker Ascend operando a 

400 MHz. As amostras foram solubilizadas em clorofórmio deuterado (CDCl3) e o próprio 

solvente foi usado como referência interna. 
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3.7 Microrganismos envolvidos  

 

Foram utilizadas cepas da American Type Culture Collection (ATCC): Candida 

albicans (ATCC 10231), Candida glabrata (ATCC 90030), Candida krusei (ATCC 34135), 

Candida tropicalis (ATCC 750), Candida parapsilosis (ATCC 22019) provenientes da 

Fundação Oswaldo Cruz/RJ. Os isolados clínicos, Candida albicans (A4, A5 e A6), estão 

estocados em amostras no Laboratório de Patologia, no Departamento de Odontologia da 

UEPB. 

  

3.7.1 Reativação dos microrganismos e preparo do inóculo 

 

As cepas de coleção de cultura e de isolados clínicos foram reativados a partir de sua 

cultura original em meio de cultura ágar Sabouraud Dextrose (Kasvi, Paraná, Brasil) e 

incubados a 37ºC, por 24 h, em atmosfera de aerobiose. Após esse período, três a cinco colônias 

foram coletadas e suspensas em 10 mL de caldo Sabouraud Dextrose (Kasvi, Paraná, Brasil). 

Em seguida, a concentração de células foi determinada com auxílio de espectrofotômetro 

(Modelo GT 7220 BioPet Technologies, Monte Alto, Brasil) utilizando-se o comprimento de 

onda de 530 nm e absorbância entre 0,08–0,1, correspondendo à concentração de 5,0 x 106 

UFC/mL. Posteriormente, essa concentração foi diluída 1000× em caldo Sabouraud Dextrose, 

obtendo-se finalmente a concentração de 5,0 x 103 UFC/mL. Nos poços da microplaca, durante 

os testes de atividade antimicrobiana, esta concentração caiu pela metade, resultando em 2,5 x 

103 UFC/mL (CLSI, 2008).   

 

3.8 Determinação da atividade antifúngica 

 

A atividade antifúngica da FDIC de S. obtusifolium foi determinada segundo a 

normatização M27-A3 do Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI), por meio da 

técnica da microdiluição em caldo (CLSI, 2008). A partir desta, foram obtidas a CIM e a CFM 

frente às cepas de coleção de cultura e de isolados clínicos citados anteriormente, como também 

em associação de Candida albicans e Candida glabrata. 

Microplacas com 96 poços (Cralpast, Cotia, Brasil) foram preparadas inserindo-se 100 

µL de meio de cultura caldo Sabouraud Dextrose em todos os poços. Em seguida, 100 µL da 

FDIC de S. obtusifolium (4000 µg/mL) foram inseridos na primeira fileira de poços da 
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microplaca. Diluições seriadas (1:2) foram então realizadas por meio da transferência de 100 

µL aos poços subsequentes (Figura 6). Em seguida, 100 µL da suspensão dos microrganismos 

foram inseridos em todos os poços. Desse modo, a fração foi ensaiada entre o intervalo das 

concentrações 1000 µg/mL e 7,8 µg/mL. Controles farmacológicos com fluconazol e nistatina 

(controles positivos) foram utilizados e realizados nas concentrações que variaram entre 64 e 

0,5 µg/mL. Controle de viabilidade dos microrganismos (ausência de antimicrobiano), bem 

como controle de esterilidade do meio de cultura (ausência de inoculação de microrganismos 

nos poços), e do veículo (etanol a 40%) foram realizados para garantir acurácia do método. 

  

 

Figura 6. Diluições seriadas (1:2) da fração diclorometano do extrato de S. obtusifolium e controles 

positivos. 

 

As placas foram incubadas a 37°C, por 24 h, em aerobiose. Após esse período, a CIM 

foi definida como a menor concentração das substâncias capaz de inibir o crescimento visível 

dos microrganismos avaliados. A viabilidade dos microrganismos foi determinada pela 

utilização do corante resazurina (3 mM), o qual foi pipetado 50 µL em todos os poços após o 

período de incubação para determinação da CIM (24 h). A metabolização do corante pelos 

microrganismos viáveis resulta na produção de um pigmento de cor rosa.  

A CFM foi determinada pela semeadura (10 µL) em placas de ágar Sabouraud Dextrose, 

de todos os poços correspondentes a concentrações iguais ou superiores a CIM. Após 

semeadura, as placas foram incubadas a 37ºC por 24 h. A CFM foi considerada a menor 

concentração capaz de inibir o crescimento dos subcultivos. As análises de CIM e CFM foram 

realizadas em triplicata, em três experimentos independentes. 
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A razão CFM/CIM foi calculada para determinar se a substância tinha uma atividade 

fungistática (CFM/CIM ≥4) ou fungicida (CFM/CIM <4) (SIDDIQUI et al., 2013). 

 

3.9 Efeito da FDIC de S. obtusifolium sobre a cinética do crescimento de Candida albicans 

 

O efeito da FDIC de S. obtusifolium sobre a cinética do crescimento foi determinado 

pela curva de time-kill, segundo metodologia proposta por Klepser et al. (1997), Cantón et al. 

(2009) e De Castro et al. (2013) com modificações. 

Foi utilizada nesse teste cepa de referência de C. albicans (ATCC 10231). O preparo do 

inóculo foi realizado seguindo as recomendações do protocolo M27-A3 para leveduras (CLSI, 

2008), conforme descrito previamente. Após a obtenção do inóculo e diluições sucessivas, 

obteve-se suspensões dos microrganismos equivalentes a 5,0 x 103 UFC/mL. 

Microplacas com 96 poços de fundo chato foram preparadas, inserindo-se 100 µL de 

meio de cultura caldo Sabouraud Dextrose (Kasvi, Paraná, Brasil) em todos os poços. Em 

seguida, foram inseridos na primeira fileira de poços da microplaca, 100 µL da FDIC de S. 

obtusifolium, de modo que nos primeiros poços a concentração da substância teste foi 2000 

µg/mL (4x CIM). O mesmo procedimento foi feito para o controle farmacológico (Nistatina). 

Controle de viabilidade dos microrganismos (ausência de antimicrobiano), bem como controle 

de esterilidade do meio de cultura (ausência de inoculação de microrganismos nos poços) e 

controle do veículo (diluente do extrato) foram também realizados e avaliados para garantir 

acurácia do método.  Após a adição das substâncias, foram realizadas diluições seriadas (1:2) 

por meio da transferência de 100 µL de alíquotas da primeira fileira de poços aos subsequentes. 

Em seguida, 100 µL da suspensão dos microrganismos diluído em caldo Sabouraud Dextrose 

foram inseridos em todos os poços (Concentração no poço: 2,5 x 103 UFC/mL). Posteriormente, 

as microplacas foram incubadas a 37°C, por 24 h, em aerobiose (CLSI, 2008). 

Para esse teste, as concentrações avaliadas para a fração do extrato (500 µg/mL, 1000 

µg/mLe 2000 µg/mL) e para a nistatina (2 µg/mL, 4 µg/mLe 8 µg/mL) correspondeu àquelas 

equivalentes a CIM, 2x CIM e 4x CIM. 

Foi realizada a semeadura de alíquotas de 10 µL em placas de Petri contendo Ágar 

Sabouraud Dextrose nos intervalos de tempo de 0 (momento inicial), 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 e 24 

horas após o início do ensaio. Após a coleta, as microplacas e placas de Petri foram incubadas 

em estufa a 37oC por um período de 24 h. Decorrido esse período, o número de microrganismos 

viáveis (UFC/mL) foi avaliado para cada concentração e tempo de análise. O teste foi realizado 

em triplicata em três experimentos independentes. Desse modo, pôde-se determinar o efeito das 
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substâncias analisadas, segundo a sua concentração e o tempo de ação exercido sobre C. 

albicans. 

 

3.10 Efeito antibiofilme da FDIC de S. obtusifolium frente a biofilme monoespécie e 

multiespécie de Candida 

 

  A eficácia antibiofilme da FDIC de S. obtusifolium foi avaliada por meio de ensaios de 

inibição da aderência fúngica e de biofilme maduro, em microplacas de 96 poços, conforme 

metodologia descrita a seguir.  

Para esses ensaios, foram utilizadas suspensões individuais (5,0 x 105 células/mL) de C. 

albicans (ATCC 10231) e C. glabrata (ATCC 90030), bem como suspensões mistas desses 

microrganismos em igual proporção. Para todos os experimentos foram utilizados um controle 

de crescimento (sem adição de antimicrobianos), controle farmacológico (Nistatina), controle 

de veículo (diluente do extrato), além do controle de esterilidade do meio de cultura. 

Para o ensaio de atividade antiaderente, microplacas de 96 poços contendo 100 µL das 

suspensões individuais dos microrganismos foram incubadas (37ºC, em aerobiose por 24 h) 

com 100 µL de caldo nutritivo (Sabouraud Dextrose suplementado com 4% sacarose) e 100 µL 

da fração (Figura 7) e da nistatina nas concentrações CIM, 2x CIM e 4x CIM. Após esse 

período, o conteúdo líquido foi removido e o biofilme formado sobre o fundo das placas foi 

coletado por meio da suspensão em 200 µL de solução salina. O biofilme formado foi analisado 

quanto ao número de microrganismos viáveis (UFC/mL) e a atividade metabólica por meio de 

ensaio de redução do sal de tetrazólio (MTT). 

Para o ensaio de inibição de biofilmes maduros, em microplacas de 96 poços foram 

inseridos 100 µL de caldo Sabouraud Dextrose suplementado com 4% sacarose e 100 µL da 

suspensão de microrganismos. Em seguida, as placas foram incubadas por 48 h, a 37ºC, em 

aerobiose, para desenvolvimento e maturação desses biofilmes. Após esse período, o conteúdo 

dos poços foi removido sem provocar irrupção dos biofilmes formados, sendo posteriormente 

inseridos 100 µL de caldo nutritivo (Sabouraud Dextrose suplementado com 4% sacarose) e 

100 µL da fração (Figura 7) e da nistatina nas concentrações de CIM, 2x CIM e 4x CIM. As 

placas foram então novamente incubadas por um período de 24 h, a 37ºC, em aerobiose. Após 

o período proposto, o sobrenadante foi removido e o biofilme remanescente coletado pela 

suspensão em 200 µL de solução salina. O biofilme remanescente foi analisado quanto ao 

número de microrganismos viáveis (UFC/mL) e atividade metabólica (ensaio de redução do sal 

de MTT) (CLSI, 2008). 
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Figura 7. Soluções da fração do extrato de S. obtusifolium nas diferentes concentrações utilizadas para 

o ensaio da atividade antibiofilme. 

 

Para análise de microrganismos viáveis, a suspensão de biofilme recuperada do fundo 

dos poços da placa foi diluída seriadamente (10-1 até 10-5) e subcultivada (10 µL, em triplicada) 

em placas de Ágar Saboraud Dextrose, sendo determinado o número de colônias viáveis 

(CAVALCANTI et al., 2016). A atividade metabólica foi avaliada por meio do ensaio de 

redução do sal de MTT (Figura 8A). Para tanto, os biofilmes remanescentes foram incubados 

com 200 µL de MTT diluídos em caldo Sabouraud Dextrose (0,5 mg/mL) (Figura 8B). Após o 

período de 3 h, o sobrenadante foi removido e as células remanescentes foram tratadas com 200 

µL de isopropanol ácido (95:5 v/v álcool isopropílico: ácido clorídrico) para solubilização do 

corante formazan. As células foram incubadas novamente por 15 min a 37ºC e posteriormente 

avaliadas em leitor de microplacas (Biochrom, EZ Reader 400 Microplate Reader) com um 

comprimento de onda de 490 nm. (CAVALCANTI et al., 2016; ALMEIDA et al., 2018). Os 

testes foram realizados em triplicata, em três experimentos independentes. 
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Figura 8. Sal de tetrazólio (MTT) (A); MTT diluído em caldo Sabouraud Dextrose (0,5 mg/mL) (B). 

 

3.11 Aspectos Éticos 

 

Em respeito à Resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde (CNS/MS), que 

regulamenta a ética na pesquisa envolvendo seres humanos no Brasil, este estudo foi submetido 

à análise do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Universidade Estadual da Paraíba (UEPB), 

registrado na Plataforma Brasil no site do Ministério da Saúde e aprovado com o seguinte 

CAAE: 16618919.4.0000.5187. 

 

3.12 Análise dos dados 

 

Os resultados dos ensaios da ação da FDIC sobre a cinética do crescimento de C. 

albicans e da eficácia antibiofilme foram analisados por meio do programa Statistical Package 

for the Social Sciences (SPSS para Windows, versão 25.0, IBM Corp., Armonk, NY, EUA) 

com um nível de significância de 5%. O teste de variância a um fator fixo (ANOVA one-way) 

e pós-teste de Tukey foram empregados para checar diferenças nas variáveis dependentes entre 

os grupos.  
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4 RESULTADOS 

 

Os resultados deste estudo serão apresentados no formato de artigo científico a seguir. 
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RESUMO 

Objetivo: Analisar o perfil fitoquímico da fração diclorometano (FDIC) das folhas de 

Sideroxylon obtusifolium T. D. Penn bem como avaliar sua atividade antifúngica e antibiofilme 

sobre espécies do gênero Candida spp. Metodologia: A caracterização fitoquímica da fração 

foi realizada por meio de screening qualitativo, quantitativo e de Ressonância Magnética 

Nuclear de Hidrogênio. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluição 

em caldo contra espécies de Candida, através da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e 

Concentração Fungicida Mínima (CFM). Foi observada a atividade antifúngica da FDIC sobre 

a cinética de crescimento (Curva Time-Kill) de C. albicans (ATCC 10231). A inibição da 

aderência e biofilme de C. albicans, C. glabrata e da associação entre as duas leveduras foi 

avaliada com base no número de unidades formadoras de colônias (UFC) e atividade metabólica 

(MTT). Os dados foram analisados através do teste ANOVA one-way e pós teste de Tukey 

(α=0.05). Resultados: A caracterização fitoquímica sugeriu a presença majoritária de saponinas 

e compostos fenólicos. A fração apresentou valores de CIM entre 250 µg/mL e 1000 µg/mL e 

CFM entre 1000 µg/mL e >1000 µg/mL, com atividade fungistática contra a maioria das cepas 

estudadas. A concentração de 2000 µg/mL (4xCIM) da fração apresentou atividade fungicida 

por 24 h contra C. albicans e foi a mais eficaz na redução da aderência e biofilme dessa cepa. 

A fração na concentração de 1000 µg/mL (4xCIM) foi eficaz na redução da adesão e biofilme 

de C. glabrata, enquanto que no biofilme da associação das duas cepas esse valor caiu para 250 

µg/mL (CIM). Conclusão: A fração diclorometano apresentou atividade antifúngica, reduzindo 

a aderência e o biofilme de espécies de Candida. 

 

 

Palavras-chave: Sideroxylon, Candida, Candidíase oral, Biofilme 
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INTRODUÇÃO 

As espécies de Candida são microrganismos de interesse médico devido à alta 

frequência com que colonizam e infectam o hospedeiro humano. Candida spp. aparecem como 

leveduras colonizadoras da mucosa oral em cerca de 20 a 80% dos adultos saudáveis sem 

evidência de infecção (Souza et al., 2018). Sua transição para uma forma patogênica ocorre 

quando predominam os fatores de virulência em relação aos mecanismos de defesa do 

hospedeiro, originando infecção (Ferreira et al., 2015). Os fatores de virulência de Candida spp 

incluem a capacidade de adesão às células epiteliais do tecido oral humano, troca fenotípica, 

secreção de enzimas hidrolíticas e formação de biofilme (Souza et al., 2018). 

A candidose oral é uma importante infecção fúngica oportunista, em que Candida 

albicans é a causa mais comum (Roque et al., 2017), sendo que outras espécies do gênero 

Candida também foram atribuídas à doença na cavidade oral: Candida glabrata, Candida 

guillermondii, Candida krusei, Candida lusitaniae, Candida parapsilosis, Candida 

pseudotropicalis, Candida stellatoidea e Candida tropicalis (Hellstein, & Marek, 2019). 

Ocorre principalmente nos casos em que a imunidade está comprometida e é considerada um 

problema de saúde global que afeta grande parte dos indivíduos da população, como recém-

nascidos, pacientes com câncer bucal, usuários de próteses, entre outros, apresentando 

diferentes características clínicas. (Pereira et al., 2016). 

Um biofilme é definido como uma comunidade de microrganismos organizados em 

interfaces, dentro de uma matriz polimérica autoproduzida e aderidos a um tecido inerte ou vivo 

(Rasteiro et al., 2014). Essa matriz protege as células fúngicas dos antimicrobianos, o que 

dificulta o tratamento dos biofilmes. Existem duas maneiras usuais de tratar biofilmes. A 

primeira é impedir a formação do biofilme, evitando sua aderência ou maturação. A segunda 

consiste na erradicação do biofilme (Girardot, & Imbert, 2016). Idealmente, um bom candidato 

para o tratamento de biofilmes de Candida deve ser eficaz em ambas as formas de tratamento. 

(Teodoro et al., 2018). 

O arsenal de antifúngicos para o tratamento da candidose oral é restrito, por exemplo, 

aos azóis (miconazol, fluconazol, clotrimazol e itraconazol) e polieno (nistatina) (Patil, Rao, 

Majumdar, Anil, 2015). Esses fármacos disponíveis no mercado são eficazes, mas têm efeitos 

adversos, como reações alérgicas, interações antagônicas com outros fármacos e efeitos 

gastrointestinais como vômitos, náuseas e diarreia (Bakhshi et al., 2012; Lyu et al., 2016). Além 

disso, como consequência do amplo uso de agentes antifúngicos, observa-se que a resistência 

de C. albicans aos fármacos está aumentando, o que representa uma séria ameaça à terapia 

antifúngica (Li et al., 2018).  
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Segundo uma revisão compartilhada por O’Nell (2014) sobre a resistência aos 

antimicrobianos, a mesma causará, entre os anos de 2014 a 2050, um impacto no PIB mundial 

de mais de 100 trilhões de dólares. Além disso, o número de mortes por ano no mesmo período 

será de mais de 390.000 na América Latina, sendo o continente asiático e o africano os mais 

atingidos com mais de 4.000.000 de mortes por ano. Diante disso, experimentos com plantas 

medicinais em busca de novos compostos bioativos se apresentam como uma alternativa 

promissora (Rocha et al., 2013). 

A Caatinga brasileira constitui um bioma único que despertou atenção por sua 

biodiversidade exuberante e inexplorada (Araújo-Neto et al., 2010) sendo um ecossistema que 

cobre cerca de 1 milhão de Km2 do nordeste brasileiro (Figueiredo, & Lima, 2015). Sua 

vegetação xerófila característica é afetada por secas prolongadas e irregulares, altas 

temperaturas e elevadas radiações ultravioletas (Figueiredo, & Lima, 2015). 

Sideroxylon obtusifolium, pertencente à família Sapotaceae (Gomes et al.,2010), 

conhecida no Brasil como “quixabeira”, “quixaba” ou “rompe-gibão”, é uma espécie de planta 

medicinal nativa da caatinga brasileira (Araújo-Neto et al., 2010). As suas folhas e cascas são 

popularmente usadas em forma de chás, com diversas finalidades terapêuticas como ação anti-

inflamatória e contra gastrite, cólicas, problemas renais, úlcera duodenal, azia e problemas 

cardíacos (Aquino et al., 2016). 

Em vista do uso popular constante desta planta, pesquisas que comprovem 

cientificamente sua atividade anti-inflamatória (Araújo-Neto et al., 2010; Aquino et al., 2016; 

De Aquino et al., 2017; De Aquino et al., 2017; De Aquino et al., 2019), antioxidante 

(Figueiredo, & Lima, 2015) e antimicrobiana (Eller et al., 2015; Aquino et al., 2016; Pereira et 

al., 2016; Silva, Oliveira, & Cavalcante, 2017; Sampaio et al., 2017) foram realizadas. 

Diante disso, como também da escassa literatura envolvendo estudos com a utilização 

da FDIC de Sideroxylon obtusifolium, torna-se relevante investigar o efeito inibitório desta 

fração sobre o crescimento, adesão e formação de biofilme de espécies fúngicas do gênero 

Candida. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Preparo do extrato da planta e fracionamento 

As folhas de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn foram colhidas em abril de 2017, no 

município de Campina Grande, região semi-árida do estado da Paraíba, no Nordeste do Brasil 

(7º 22´ 25´´S, 35º 59´ 32´´W). O espécime de Sideroxylon obtusifolium T.D. usado nesse estudo 
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foi semelhante ao usado por Pereira et al. (2016) que foi depositado na Coleção do Herbário 

Professor Lauro Pires Xavier do Departamento de Sistemática e Ecologia da Universidade 

Federal da Paraíba, João Pessoa- PB, onde encontra-se identificado com o número de voucher: 

JPB 57.985. A presente pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados do Ministério do Meio Ambiente sob o 

número A39F2C5. 

As folhas foram submetidas à secagem em estufa de ar circulante (FANEM – Modelo 

330/ 5) a 40°C, por 14 dias até a estabilização final do peso. Posteriormente, foram moídas em 

moinho de facas (SOLAB – Modelo SL 30), com diâmetro da partícula de 10 mesh. O peso 

inicial das folhas foi de 1,223 kg, mas após a secagem, esse valor foi reduzido para 770 g de 

folhas. 

Foi preparado um extrato hidroetanólico (7:3 – v:v) das folhas de S. obtusifolium T. D. 

Penn na proporção 200 g planta seca e moída para 1 litro de solvente. O método de extração 

utilizado foi o da maceração. O extrato hidroetanólico foi evaporado em evaporador rotativo a 

40°C, com rotação de 70 rpm para eliminação do solvente. Posteriormente foi liofilizado 

(Liofilizador LS 3000 Terroni®) sob temperatura de -20°C a -40°C, fornecendo 47g do extrato 

hidroetanólico liofilizado (EHL). 

O EHL foi redissolvido em uma solução de 50 mL de metanol: água (7:3 - v:v) e 

particionado em um funil de separação (Da Cunha et al., 2013) utilizando-se os seguintes 

solventes em grau crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e álcool n-

butílico. A porção final correspondeu à fase aquosa. Cada fração do extrato foi submetida ao 

evaporador rotativo a 40°C, com rotação de 70 rpm e ao liofilizador (Liofilizador LS 3000 

Terroni®) sob temperatura de -20°C a -40°C, sendo posteriormente armazenadas sob 

refrigeração.  A fração que foi utilizada para os testes de atividade antimicrobiana foi a 

diclorometano, cujo peso final do pó foi de 6g.  

 

Caracterização Fitoquímica da FDIC de S. obtusifolium 

 

Screening qualitativo 

A primeira etapa deste estudo foi realizar a investigação fitoquímica da FDIC de S. 

obtusifolium. A presença de saponinas, polissacarídeos, taninos e fenólicos totais, flavonoides, 

alcaloides, esteróides e triterpenos foi avaliada segundo o método descrito por Matos (2009) e 

Costa (2010). 
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Screening quantitativo 

Foi realizado um screening quantitativo para avaliar o conteúdo de polifenóis totais 

(Chandra, & De Mejia Gonzalez, 2004), flavonoides totais (Meda et al., 2005) e taninos 

condensados (Makkar, & Becker, 1993) da FDIC de S. obtusifolium. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata utilizando um leitor de microplacas (Biochrom, EZ Reader 400 

Microplate Reader). 

 

Análise espectroscópica por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 1H da FDIC de S. 

obtusifolium 

Os espectros de RMN de 1H foram obtidos em um espectrômetro Bruker Ascend 

operando a 400 MHz. As amostras foram solubilizadas em clorofórmio (CDCl3) e o próprio 

solvente foi usado como referência interna. 

 

Atividade antifúngica 

 

Microrganismos envolvidos no estudo 

Foram utilizadas linhagens da American Type Culture Collection (ATCC): Candida 

albicans (ATCC 10231), Candida glabrata (ATCC 90030), Candida krusei (ATCC 34135), 

Candida tropicalis (ATCC 750), Candida parapsilosis (ATCC 22019) cedidas pela Fundação 

Oswaldo Cruz/RJ. As cepas clínicas de C. albicans (A4, A5 e A6) foram armazenadas em 

amostras no Laboratório de Patologia, no Departamento de Odontologia da UEPB. 

 

Reativação de microrganismos e preparo do inóculo 

As cepas de coleção de referência e as cepas clínicas foram reativadas a partir de sua 

cultura original em meio ágar Sabouraud Dextrose (Kasvi, Paraná, Brasil) e incubadas a 37ºC, 

por 24 h, em atmosfera de aerobiose. Após esse período, três a cinco colônias foram coletadas 

e suspensas em 10 mL de caldo Sabouraud Dextrose (Kasvi, Paraná, Brasil). Em seguida, a 

concentração celular foi determinada por um espectrofotômetro visível (Modelo GT 7220 

BioPet Technologies, Monte Alto, Brasil) usando um comprimento de onda de 530 nm e 

absorvância entre 0,08–0,1, correspondendo à concentração 5,0 x 106 UFC/mL. Posteriormente, 

essa concentração foi diluída 1000× em caldo Sabouraud Dextrose, obtendo-se finalmente uma 

concentração de 5,0 x 103 UFC/mL. Nos poços das microplacas, durante os testes de atividade 

antimicrobiana, essa concentração caiu pela metade, resultando em 2,5 x 103 UFC/mL. (CLSI, 

2008). 
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Determinação da atividade antifúngica 

O potencial antimicrobiano da fração foi analisado na presença de espécies isoladas de 

Candida e também em combinação (C. albicans + C. glabrata) pelo método de microdiluição 

em caldo, com a determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração mínima 

de fungicida (CFM) seguindo as normas estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI, 2008). 

A FDIC foi diluída em álcool etílico a 40%, resultando em uma concentração de 4000 

μg/mL. Em seguida, 100 µL de caldo Sabouraud Dextrose foram adicionados aos poços, 

seguidos por 100 µL da fração aos poços iniciais. Após microdiluição em série, foram obtidas 

concentrações entre 1000 e 7,8 μg/mL da FDIC. Em seguida, foram adicionados 100 µL de 

suspensão de levedura. Nistatina e fluconazol foram utilizados como controles positivos (64 a 

0,5 μg/mL). Além disso, foram realizados controle do veículo utilizado, do crescimento dos 

fungos e de esterilidade do meio. A CIM foi definida como a menor concentração capaz de 

inibir o crescimento microbiano visível, confirmada pelo corante resazurina. 

Para a determinação da CFM, uma alíquota de 10 μL de cada poço com concentrações 

iguais ou superiores à CIM foi subcultivada em meio de ágar Sabouraud Dextrose e incubada a 

37°C por 24 horas. A CFM foi definida como a menor concentração que inibiu o crescimento 

visível. Os testes foram realizados em triplicata e em três experimentos independentes. 

A razão CFM/CIM foi calculada para determinar se a substância tinha uma atividade 

fungistática (CFM / CIM ≥4) ou fungicida (CFM / CIM <4) (Siddiqui et al., 2013). 

 

Efeito da FDIC de S. obtusifolium sobre a cinética do crescimento de Candida albicans  

 

A curva Time kill foi utilizada para avaliar o tempo mínimo necessário para a morte da 

cepa de C. albicans (ATCC 10231). Em uma placa de microdiluição de fundo chato de 96 

poços, foi adicionado 100 µL de meio de cultura (caldo Sabouraud Dextrose) em cada poço, 

seguido pela fração diclorometano nas concentrações correspondentes à CIM, 2xCIM e 4xCIM 

(500 μg/mL, 1000 μg/mL e 2000 μg/mL). Finalmente, 100 µL do inóculo de C. albicans (2,5 x 

103 UFC/mL) foram adicionados a cada poço. A placa foi incubada a 37ºC, por 24 h, em 

atmosfera aeróbica. Alíquotas de 10 µL foram semeadas em placas de Petri contendo ágar 

Sabouraud Dextrose em intervalos de 0 (momento inicial), 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 e 24 horas após o 

início do teste. Após esse período, foi contado o número de microrganismos viáveis (UFC/mL) 

para cada concentração e tempo de análise. A nistatina foi utilizada como controle positivo nas 

concentrações correspondentes à CIM, 2xCIM e 4xCIM (2 μg/mL, 4 μg/mL e 8 μg/mL). Além 
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disso, foram realizados o controle do veículo utilizado, crescimento de fungos e esterilidade do 

meio. (Klepser et al., 1997; Cantón et al., 2009; De Castro et al., 2013). O teste foi realizado 

em triplicata e em três experimentos independentes.  

 

Efeito antibiofilme 

O efeito antibiofilme da FDIC de S. obtusifolium foi avaliado por meio de testes de 

inibição da adesão fúngica e biofilme maduro, em microplacas de 96 poços. Para estes ensaios, 

foram utilizadas suspensões individuais (5,0 x 105 UFC/mL) de C. albicans (ATCC 10231) e 

C. glabrata (ATCC 90030), bem como suspensões mistas desses microrganismos em igual 

proporção. Para todos os testes foram utilizados controle de crescimento (sem adição de 

antimicrobianos), controle farmacológico (nistatina), controle de veículo (diluente de extrato), 

além de controle de esterilidade do meio de cultura. 

Para o teste de inibição da adesão, as microplacas de 96 poços contendo 100 µL de 

suspensões de microrganismos foram incubadas (37ºC, aerobicamente) com 100 µL de caldo 

nutritivo (Sabouraud Dextrose suplementado com sacarose a 4%) e 100 µL da fração e da 

nistatina na CIM, 2x CIM e 4x CIM. Após 24 horas, o conteúdo líquido foi removido e o 

biofilme formado no fundo das placas foi coletado em 200 µL de suspensão de solução salina. 

Para o ensaio de inibição de biofilme maduro, em microplacas de 96 poços foram 

inseridos 100 µL de caldo Sabouraud Dextrose suplementado com 4% sacarose e 100 µL da 

suspensão de microrganismos. Em seguida, as placas foram incubadas por 48 h, a 37ºC, em 

aerobiose, para o desenvolvimento e maturação desses biofilmes. Após esse período, o meio de 

cultura das placas foi removido e foram adicionados 100 µL de caldo nutritivo (Sabouraud 

Dextrose suplementado com sacarose a 4%) e 100 µL da fração do extrato e da nistatina nas 

concentrações de CIM, 2x CIM e 4x CIM. As placas foram incubadas novamente por um 

período de 24 h, a 37ºC, em aerobiose. Após 24 horas, o conteúdo líquido foi removido e o 

biofilme formado no fundo das placas foi coletado em 200 µL de suspensão de solução salina 

(Almeida et al., 2018; Cavalcanti et al., 2016). 

 

Quantificação de células viáveis 

A suspensão do biofilme foi submetida a diluições seriadas (10-1, 10-2, 10-3, 10-4 e 10-5). 

Uma alíquota (10 μL) de cada diluição foi semeada em meio ágar Sabouraud Dextrose. As 

placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. As UFCs foram contadas e os resultados relatados 

como UFC/mL. O teste foi realizado em triplicata e em três experimentos independentes 

(Almeida et al., 2018; Cavalcanti et al., 2016). 
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Atividade metabólica 

A atividade metabólica das células foi determinada usando o método MTT [3- (4,5-

dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio] (Sigma-Aldrich - brometo de tiazolil- azul de 

tetrazólio). Um volume de 180 µL de solução contendo células do biofilme residual foi 

centrifugado (KASVI, K14-0602) a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e 

200 μL de solução de MTT foram adicionados ao sedimento na concentração de 0,5 mg /mL. 

As células foram incubadas durante três horas a 37°C. O sobrenadante foi descartado e 200 μL 

de isopropanol ácido (95:5 v/v álcool isopropílico: ácido clorídrico) foram adicionados às 

células. As células foram incubadas novamente a 37°C por 15 minutos. A absorbância foi lida 

utilizando um leitor de microplacas (Biochrom, EZ Reader 400 Microplate Reader) a um 

comprimento de onda de 490 nm. O teste foi realizado em triplicata e em três experimentos 

independentes (Almeida et al., 2018; Cavalcanti et al., 2016). 

Aspectos Éticos 

Em respeito à Resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde (CNS/MS), que 

regulamenta a ética na pesquisa envolvendo seres humanos no Brasil, este estudo foi submetido 

à análise do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Universidade Estadual da Paraíba (UEPB), 

registrado na Plataforma Brasil no site do Ministério da Saúde e aprovado com o seguinte 

CAAE: 16618919.4.0000.5187. 

 

Estatística 

Os resultados dos ensaios da ação da FDIC sobre a cinética do crescimento de C. 

albicans e da eficácia antibiofilme foram analisados por meio do programa Statistical Package 

for the Social Sciences (SPSS para Windows, versão 25.0, IBM Corp., Armonk, NY, EUA) 

com um nível de significância de 5%. O teste de variância a um fator fixo (ANOVA one-way) 

e pós-teste de Tukey foram empregados para checar diferenças nas variáveis dependentes entre 

os grupos.  

 

RESULTADOS 

 

Caracterização fitoquímica 

 

Screening qualitativo 
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Na análise fitoquímica da FDIC de S. obtusifolium foi possível identificar a presença de 

diferentes classes de compostos químicos como saponinas, taninos e fenólicos totais, alcaloides 

e esteroides/triterpenos. (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Análise fitoquímica da fração diclorometano do extrato de folhas de S. obtusifolium. 
COMPOSTOS FITOQUÍMICOS 

Saponinas Polissacarídeos Taninos e 

Fenólicos 

totais 

Flavonoides Alcaloides Esteroides/Triterpenos 

+++ - +++ ++ ++ +++ 

(+++) = Fortemente positivo; (++) = moderadamente positivo; (+) Positivo; (-) negativo. 
 

 

Screening quantitativo 

Na Tabela 2 é possível verificar a concentração de polifenóis totais, flavonoides totais 

e taninos condensados na FDIC de S. obtusifolium.  

 

Tabela 2. Quantificação de polifenóis totais, flavonoides totais e taninos condensados da fração diclorometano 

do extrato hidroetanólico de S. obtusifolium. 

Compostos químicos mg/g % 

Polifenóis totais 453,63 ± 35,63 45,36 ± 3,56 

Flavonoides totais 383,65 ± 70,26 38,36 ± 7,03 

Taninos condensados 145,78 ± 10,81 14,58 ± 1,08 

*Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão (mg de equivalentes do padrão de referência por g da 

fração diclorometano). 
 
 

Análise espectroscópica por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 1H da FDIC de S. 

obtusifolium 

O espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) da FDIC de S. obtusifolium mostrou um 

envelope de sinais entre δH 2,5 e 0,75 ppm além de multipletos entre δH 5,33 e 5,10, sugestivos 

da presença de carbonos metílicos e metilênicos e de hidrogênios oximetínicos (Kojima, Sato, 

Hatano, & Ogura, 1990). Foram vistos também sinais na região de δH 4,1 e 3,2 ppm sugestivos 

da presença de unidade osídica na amostra (Fig.1) (Kasai et al.,1987). A análise desses sinais 

sugere a presença de núcleos triterpenoides ligados à (s) molécula (s) de açúcar (es) na amostra, 

indicativos de saponinas. 
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Figura 1. Espectro de RMN de 1H da fração diclorometano de S. obtusifolium (400 MHz, CDCl3) 

 

 

Atividade antifúngica 

 

Determinação da atividade antifúngica 

Os valores da concentração inibitória mínima e concentração fungicida mínima sobre 

as cepas de Candida estão expressos na tabela 3. 

 
Tabela 3. Distribuição da CIM e da CFM da fração diclorometano de S. obtusifolium e controles positivos de 

acordo com as espécies de Candida. Os valores de CIM e CFM foram expressos em µg/mL. 

 

Frente aos resultados pode-se observar que a fração diclorometano de S. obtusifolium 

demonstrou atividade antifúngica sobre o crescimento de espécies de Candida spp., 

 Fração Diclorometano Nistatina Fluconazol 

Leveduras CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFM/CIM 

C. albicans(ATCC 10231)  500     1000             2     2           4                2 >64           >64            >1 

C. glabrata(ATCC 90030)  250    >1000          >4     1         >64            >64 >64           >64            >1 

C. albicans (ATCC 10231) + 

C. glabrata(ATCC 90030) 

 250    >1000          >4     1           32              32   16           >64            >4 

C. tropicalis(ATCC 750)  500    >1000          >2     8            8                1 >64           >64            >1 

C. krusei (ATCC 34135) 1000   >1000          >1     8           16               2 >64           >64            >1 

C. parapsilosis(ATCC 22019) 1000     1000            1    16        >64              >4 >64           >64            >1 

C. albicans (A4)  500      1000            2     8           16               2 >64           >64            >1 

C. albicans (A5) 1000     1000            1     8           16               2 >64           >64            >1 

C. albicans (A6) 1000   >1000          >1     8           16               2 >64           >64            >1 
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apresentando valores de CIM que variaram entre 250 μg/mL e 1000 μg/mL para estas espécies. 

Observa-se que as espécies C. glabrata (ATCC 90030) e a associação de C. albicans (ATCC 

10231) + C. glabrata (ATCC 90030) apresentaram maior sensibilidade à ação antifúngica da 

fração. Pode-se observar também que a fração diclorometano demonstra ação fungistática para 

maioria das espécies analisadas. 

 

Efeito da FDIC sobre a cinética do crescimento de Candida albicans- Curva Time Kill 

 

A análise do efeito antifúngico da FDIC de S. obtusifolium e da nistatina foi avaliada 

em diferentes concentrações e tempos de ação das substâncias, com o objetivo de investigar 

seus efeitos sobre a cinética de crescimento de C. albicans (ATCC 10231). Todas as 

concentrações da FDIC e da nistatina reduziram a média do número de UFC/mL quando 

comparadas ao controle de crescimento (p <0,05) (Fig. 2). A FDIC na CIM (500 μg/mL) e 

2xCIM (1000 μg/mL) e a nistatina 2xCIM (4 μg/mL) e 4xCIM (8 μg/mL) apresentaram redução 

semelhante na viabilidade de C. albicans até doze horas. Após esse período, as duas substâncias 

não mantiveram a atividade sobre o crescimento de C. albicans. No entanto, a FDIC na 

concentração de 2000 μg/mL (4xCIM) revelou diminuição contínua e completa sobre o 

crescimento fúngico até 24 horas (p<0,05) (Fig. 2C). 

 

      

 

A 
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Figura 2. Efeito da fração diclorometano de S. obtusifolium e da Nistatina na cinética de crescimento de C. albicans 

(ATCC 10231) expostas às concentrações (A) CIM, (B) 2xCIM e (C) 4xCIM. Resultados expressos através da 

média do número de microrganismos (UFC/mL) segundo os diferentes tempos de ação sob exposição à fração e à 

nistatina.  
* Indica diferença significativa entre a fração e a nistatina (p <0,05); # indica diferença significativa entre cada 

substância e controle de crescimento (p <0,05), de acordo com o teste ANOVA one-way e pós-teste de Tukey. 
Efeito antibiofilme 

A concentração referente a 4xCIM (2000 μg/mL) da FDIC de S. obtusifolium foi a mais 

eficaz na redução do número de células viáveis e da atividade metabólica sobre a aderência e o 

biofilme de células de C. albicans (ATCC 10231) (Fig.3), porém sem diferença estatisticamente 

significativa (p>0,05) quando comparada à concentração de 1000 μg/mL da FDIC na aderência 

e com as concentrações de 500 μg/mL e 1000 μg/mL em biofilme (Fig.4). A atividade 

antiaderente e antibiofilme da FDIC se manteve frente às cepas de C. albicans (ATCC 10231) 

+ C. glabrata (ATCC 90030) associadas, em menor concentração (1000 μg/mL) (Fig.5), sem 

diferença estatística na atividade antiaderente (p>0,05) quando comparada à concentração de 

500 μg/mL da FDIC e entre as concentrações de 250 μg/mL, 500 μg/mL e 1000 μg/mL em 

biofilme das cepas associadas (p>0,05) (Fig.4). A concentração referente a 4xCIM (4 μg/mL) 

B 

C 
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da nistatina foi a mais eficaz na redução do número de microrganismos viáveis e na atividade 

metabólica fúngica sobre a aderência e o biofilme de células de C. glabrata (ATCC 90030), 

porém os valores não foram estatisticamente diferentes (p>0,05) quando comparados à 

concentração de 1000 μg/mL da FDIC (4xCIM) (Fig.6), que por sua vez, não apresentou 

diferenças estatísticas significativas com as concentrações de  250 μg/mL e 500 μg/mL da FDIC 

(p>0,05) (Fig. 4)
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Figura 3. Atividade antiaderente e antibiofilme da fração diclorometano de S. obtusifolium e da nistatina sobre a atividade metabólica (A e B) e a viabilidade celular (C e D) de C.albicans (ATCC 

10231), após 24h de exposição às diferentes concentrações das substancias. 
# indica diferença significativa entre a fração e a nistatina (p<0,05); * indica diferença significativa entre cada substância e o controle de crescimento (p<0,05), de acordo com o teste ANOVA one-

way e pós-teste de Tukey. 
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Figura 4. Atividade antiaderente e antibiofilme das diferentes concentrações da fração diclorometano de S. obtusifolium sobre a atividade metabólica (A e B) e a viabilidade celular (C e D) das 
leveduras testadas, após 24h de exposição à fração. 

* indica que não houve diferença significativa entre as concentrações da fração (p>0,05), de acordo com o teste ANOVA one-way e pós-teste de Tukey. 
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Figura 5. Atividade antiaderente e antibiofilme da fração diclorometano de S. obtusifolium e da nistatina sobre a atividade metabólica (A e B) e a viabilidade celular (C e D) em cepas de C.albicans 

(ATCC 10231) e C. glabrata (ATCC 90030) associadas, após 24h de exposição às diferentes concentrações das substancias. 
# indica diferença significativa entre a fração e a nistatina (p<0,05); * indica diferença significativa entre cada substancia e o controle de crescimento (p<0,05), de acordo com o teste ANOVA one-

way e pós-teste de Tukey. 
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Figura 6. Atividade antiaderente e antibiofilme da fração diclorometano de S. obtusifolium e da nistatina sobre a atividade metabólica (A e B) e a viabilidade celular (C e D) de C.glabrata (ATCC 

90030), após 24h de exposição às diferentes concentrações das substancias. 
# indica diferença significativa entre a fração e a nistatina (p<0,05); * indica diferença significativa entre cada substancia e o controle de crescimento (p<0,05), de acordo com o teste ANOVA one-

way e pós-teste de Tukey.
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DISCUSSÃO 

O tratamento de infecções por Candida com antifúngicos padrões está se tornando mais 

difícil, devido principalmente à resistência emergente aos antimicrobianos. Portanto, é 

necessário procurar agentes alternativos, seguros e eficazes com pouco ou nenhum efeito 

adverso (Sharifzadeh, Khosravi, Shokri, & Tari, 2017). Assim, o interesse por terapias 

complementares vem aumentando ao longo dos anos, encontrando-se em expansão o uso de 

plantas medicinais e fitoterápicos (Monteiro, & Fraga, 2015). 

Os estudos fitoquímicos são a base para o design e desenvolvimento de novas drogas 

sintéticas. Dessa forma estudos in vitro são normalmente a primeira escolha para avaliar as 

propriedades curativas dos compostos naturais (Martins et al., 2015). 

O cerrado brasileiro, pela sua diversidade biológica abrigando cerca de 25% da flora 

mundial, tem sido usado como fonte de matéria prima para o desenvolvimento de medicamentos 

e fitoterápicos (Cartaxo-Furtado et al., 2017). Diante disto, este estudo analisou o perfil 

fitoquímico e a atividade antifúngica da fração diclorometano de S. obtusifolium, que é uma 

planta típica da região semiárida da caatinga do Nordeste brasileiro. 

Muitas plantas são frequentemente usadas por populações locais como terapia para 

várias doenças sem que seus compostos ativos sejam estudados e identificados para validá-los 

como medicamentos e impulsioná-los economicamente (Alves, & Nascimento, 2010). S. 

obtusifolium é utilizada na medicina popular para o tratamento de diversas afecções como 

inflamações ovarianas, diabetes, gripe, gastrite, úlceras, azia, problemas cardíacos (Araújo-

Neto et al., 2010; Leite et al., 2015; Aquino et al., 2016), fato este que justifica que se faça uma 

investigação dos fitoconstituintes presentes nesse vegetal.  

A pesquisa por fitoconstituintes de uma espécie vegetal se inicia com o fracionamento 

de extratos vegetais e avaliação de suas atividades biológicas (Simões et al., 2004). Alguns 

extratos vegetais fracionados apresentam importante atividade sobre isolados clínicos de C. 

albicans, bem como ação inibitória sobre a atividade proteolítica da membrana fúngica (Höfling 

et al., 2011).  

A prospecção fitoquímica da fração diclorometano de S. obtusifolium, revelou a 

presença de diversas classes de metabólitos secundários, dentre eles saponinas, taninos, 

flavonoides, alcaloides e terpenoides (Tabela 1). Esse resultado corrobora com os estudos 

realizados por Araújo-Neto et al. (2010), Passos-Oliveira et al. (2012), Leite et al. (2015), 

Aquino et al. (2016) e Sampaio et al. (2017).  
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O screening quantitativo revelou uma grande concentração de polifenois totais, seguidos 

de flavonoides totais e em menor quantidade de taninos, estando de acordo aos achados na 

investigação qualitativa realizada no presente estudo. Esses compostos fitoquímicos foram 

também mencionados nos estudos de Sampaio et al. (2017), Aquino et al. (2016) e Pereira et 

al. (2016), porém em proporções diferentes. A idade e o desenvolvimento da planta, bem como 

as diferentes partes do vegetal utilizadas nas pesquisas podem influenciar na quantidade total 

de metabólitos produzidos (Gobbo-Neto, & Lopes, 2007). Além disso, a sazonalidade, tipo de 

solo, temperatura, e o clima também podem ter influência sobre o potencial dos constituintes 

bioativos das espécies vegetais (Gobbo-Neto, & Lopes, 2007; Lubian et al., 2010).  

O espectro de RMN de 1H sugeriu a presença de estruturas terpênicas. A associação 

desse achado com a presença sugestiva de unidades osídicas na amostra indica a possibilidade 

da existência de saponinas que são esteroides ou triterpenos ligados a açúcares amplamente 

distribuídos em espécies vegetais com notáveis atividades antimicrobianas (Hassan et al., 2010; 

Lanzotti et al.,2012; Rahman et al., 2017). Os dados encontrados nesta análise corroboram com 

os dados do screening qualitativo apresentados na Tabela 1. 

Evidências disponíveis na literatura associam a presença de compostos fitoquímicos às 

atividades biológicas, inclusive antifúngicas. Estudos realizados mostram que os terpenos são 

capazes de inibir o crescimento de C. albicans (Komaki et al., 2008; Shih et al., 2013; Favre-

Godal et al., 2015), além disso apresentam efeitos antifúngicos in vitro contra isolados de 

Candida spp. resistentes ou não ao fluconazol (Ahmad et al., 2011) e possuem propriedades 

antibiofilme (Dalleau et al., 2008; Raut et al., 2013; De Vasconcelos et al., 2014). Ademais, 

estudos afirmam que as saponinas triterpênicas são metabólitos secundários que tem ação anti-

Candida contra C. albicans (Sajjadi, Saboora, & Mohammadi, 2016; Soberón et al., 2017) C. 

krusei e C. tropicalis (Sajjadi, Saboora, & Mohammadi, 2016).  

A literatura também revela que compostos fenólicos apresentam atividade anti-Candida 

(Cartaxo-Furtado et al., 2015; Sampaio et al., 2017). Estudos afirmam que os flavonoides 

possuem atividade antibacteriana e antiviral, apresentando também efeitos antifúngicos com 

ação sobre C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis (Kang, Fong, & Tsang, 2010; 

Ozcelik, Kartal, & Orhan, 2011; Kvasnickova et al., 2015; Yun et al., 2015). Também são 

citadas na literatura atividades antibiofilmes in vitro sobre C. albicans, C. krusei e C. 

parapsilosis (Cao et al., 2008; Kvasnickova et al., 2015). Adicionalmente, há relatos na 

literatura de atividade antifúngica dos taninos (Cartaxo-Furtado et al., 2015; Sampaio et al., 

2017).   
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Na perspectiva de estudos de bioprospecção, há a necessidade de analisar a ação 

antimicrobiana dos extratos vegetais. Esse estudo investigou a atividade antifúngica da fração 

diclorometano de S. obtusifolium frente a diferentes espécies de leveduras. Essa atividade 

necessita ser classificada com base no nível de inibição microbiana a partir dos valores da CIM 

(Aligiannis et al., 2001; Holetz et al., 2002; Sartoratto et al., 2004; Morales et al., 2008). 

Diante disso, pode-se afirmar que segundo Aligiannis et al. (2001) a fração 

diclorometano de S. obtusifolium apresentou forte atividade antifúngica frente a todos os 

microrganismos testados por ter demonstrado valores de CIM ≤ 1000 µg/mL.  

Porém a literatura não é unanime quanto à classificação baseada nos valores de CIM. 

Para Holetz et al. (2002) e Morales et al. (2008), a FDIC apresenta atividade antifúngica de 

moderada (CIM entre 100 µg/mL e 500 µg/mL) a fraca (CIM entre 500 µg/mL e 1000 µg/mL), 

tendo demonstrado potencial antimicrobiano moderado contra C. albicans (ATCC 10231), C. 

glabrata (ATCC 90030), C. tropicalis (ATCC 750), C. albicans (ATCC 10231) + C. glabrata 

(ATCC 90030) associadas e em isolado clínico de C. albicans (A4),  enquanto que para  C. 

krusei (ATCC 34135), C. parapsilosis (ATCC 22019) e isolados clínicos de C. albicans (A5 e 

A6), mostra fraca atividade antifúngica. 

De acordo com a classificação de Sartoratto et al. (2004) a FDIC apresenta forte 

atividade antifúngica (CIM entre 50 µg/mL e 500 µg/mL) sobre C. albicans (ATCC 10231), C. 

glabrata (ATCC 90030), C. tropicalis (ATCC 750), C. albicans (ATCC 10231) + C. glabrata 

(ATCC 90030) associadas e isolado clínico de C. albicans (A4) e atividade moderada (CIM 

entre 600 µg/mL e 1500 µg/mL) contra C. krusei (ATCC 34135), C. parapsilosis (ATCC 

22019) e isolados clínicos de C. albicans (A5 e A6). 

Assim pode-se afirmar que, independente das divergências entre as classificações de 

acordo com os valores de CIM, a fração diclorometano de S. obtusifolium apresentou atividade 

antifúngica sobre as espécies fúngicas testadas. Esse resultado está de acordo com os estudos 

de Sampaio et al. (2017) e Pereira et al. (2016) que confirmam a atividade antimicrobiana da 

FDIC contra C. albicans, porém com valores de CIM diferentes do encontrado neste estudo 

(250 µg/mL e 1000 µg/mL, respectivamente).  

Diferenças regionais quanto a época e o local da colheita da planta (Reis et al., 2011) 

assim como a proporção de substancias químicas presentes podem ocasionar diferenças na CIM 

e CFM entre os estudos (De Almeida et al, 2016).  

Os resultados da atividade antimicrobiana da fração foram significativos visto que C. 

albicans é o fungo oportunista mais difundido dentro do corpo humano, sendo o principal 

patógeno causador da candidose oral (Pereira et al., 2016). Porém, outras espécies importantes 
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de Candida também são encontradas no organismo, incluindo C. parapsilosis, C. tropicalis, C. 

glabrata e C. krusei (Estivill et al., 2011). Em um estudo sobre a epidemiologia da candidose 

invasiva, Pfaller e Diekema (2007) observaram que C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. 

parapsilosis representaram coletivamente cerca de 95% das infecções identificáveis por 

Candida. Outros estudos revelam que a maioria dos casos de fungemia foi significativamente 

associado às espécies não-albicans (Chakrabarti et al., 2009; Pfaller et al., 2010). 

Das espécies fúngicas testadas, a C. glabrata foi a que apresentou maior sensibilidade à 

ação da FDIC, o que torna esse achado promissor visto que a redução da suscetibilidade de C. 

glabrata aos azóis pode ser um problema para o tratamento de infecções causadas por esta 

espécie (Pemán et al., 2012; Arendrup et al., 2013; Quindós, 2014; Miranda-Cadena et al., 

2018). Além disso, após o uso disseminado de agentes imunossupressores e tratamento com 

antibióticos de amplo espectro, o número de infecções sistêmicas e mucosas causadas por C. 

glabrata aumentou consideravelmente (Silva et al., 2012; Bakhtiari et al., 2019). 

A análise do potencial antifúngico da fração diclorometano possibilitou sua 

classificação com base na relação CFM/CIM proposta por Siddiqui et al. (2013), tendo 

mostrado ação fungistática para a maioria das espécies estudadas. Esse fato pode ser favorável 

no controle de infecção sem causar um desequilíbrio na microbiota oral normal, que ocorre 

geralmente com substâncias fungicidas (Almeida et al., 2018). Além disso, Marsh (2010) afirma 

que o sucesso da terapia antifúngica requer manutenção do biofilme em níveis consistentes com 

a saúde oral. Porém, segundo a tabela 3, a FDIC apresentou atividade fungicida frente a C. 

albicans (ATCC 10231) como também em isolado clínico dessa espécie (A4), estando de 

acordo com o estudo de Sampaio et al. (2017) que analisando o potencial antifúngico da FDIC 

em cepa de coleção de referência de C. albicans, afirmam que apresenta potencial fungicida, 

com melhores resultados do que o extrato bruto de S. obtusifolium. 

Os achados desse estudo em relação à atividade antifúngica frente aos isolados clínicos 

de pacientes imunodeprimidos são de extrema importância visto que a colonização patológica 

de espécies de Candida está relacionada a vários fatores que incluem, dentre outros, as 

condições imunodeprimentes (Kong et al., 2015; Pereira et al., 2016; Hellstein, & Marek, 2019). 

Além disso, os microrganismos obtidos através de isolados clínicos apresentam maior 

resistência aos antifúngicos (Costa et al., 2009). 

Adicionalmente, o efeito da fração diclorometano de folhas de S. obtusifolium em 

diferentes concentrações e intervalos de tempos permite esclarecer as condições mais 

favoráveis em que a fração exerceu seu efeito antifúngico (Klepser et al., 1997; Cantón et al., 

2009; De Castro et al., 2013).  
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O cumprimento do correto intervalo de tempo entre administrações sucessivas de um 

antimicrobiano representa um dos fatores fundamentais para se evitar resistência 

antimicrobiana (Andes et al., 2006). Não há na literatura investigações acerca desse tipo de 

análise envolvendo S. obtusifolium, o que torna este estudo pioneiro nesse aspecto, permitindo 

estimar o intervalo de tempo no qual a FDIC é capaz de exercer atividade antifúngica, sugerindo 

um indicativo de uma posologia. Assim, este estudo sugere que a fração na concentração de 

4xCIM (2000 µg/mL) apresentou atividade fungicida por 24 h frente ao crescimento de células 

de C. albicans. Além disso, tanto a nistatina (4 µg/mL e 8 µg/mL) quanto a fração (500 µg/mL 

e 1000 µg/mL) apresentam reduções do crescimento fúngicos semelhantes por um período de 

12 h. 

A habilidade de formar biofilmes é um dos maiores fatores de virulência da C. albicans 

(Teodoro et al., 2018), pois confere tolerância significativa à terapia antifúngica, principalmente 

limitando a penetração de substâncias através da matriz extracelular e resistência a ataques de 

células fagocíticas (Souza et al., 2018). O presente estudo avaliou a capacidade da fração 

diclorometano de S. obtusifolium para inibir a adesão e o biofilme maduro de fungos. 

A fração na concentração de 2000 µg/mL e 1000 µg/mL reduziu significativamente a 

adesão e o biofilme de C. albicans e C. glabrata respectivamente, com efeitos inibitórios 

semelhantes em biofilme com as menores concentrações testadas da fração (500 µg/mL e 250 

µg/mL, respectivamente). A redução no metabolismo sobre a aderência e o biofilme das células 

tratadas com a fração diclorometano do extrato de S. obtusifolium, como demonstrado pelo teste 

com MTT, pode estar relacionada à redução no número de células viáveis dos microrganismos 

(Basso et al., 2011; Almeida et al., 2018) geralmente apresentando perfis proporcionais 

(Almeida et al., 2018). A melhor atividade antimicrobiana da fração do extrato nas maiores 

concentrações pode ser consequência da ação antifúngica, com a desagregação das células e 

inibição da habilidade de adesão. Por sua vez, a redução da atividade metabólica pode ter 

ocorrido devido ao estresse intracelular promovido pela ação da fração quando em concentração 

mais alta (Basso et al., 2011). 

Neste contexto, o presente estudo apresentou dados significativos, visto que os valores 

referentes às concentrações em 4xCIM (2000 µg/mL e 1000 µg/mL) foram eficazes na redução 

do metabolismo e viabilidade celular sobre biofilmes de C. albicans, C. glabrata e da 

associação entre as duas espécies fúngicas. Segundo Souza et al. (2018), concentrações 

inibitórias mínimas em biofilme de células de Candida spp pode ser até 1000 vezes maior do 

que o valor encontrado para células planctônicas. 
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Neste ensaio, a nistatina inibiu a adesão e o biofilme celular de C. albicans em menores 

proporções. Este resultado pode ser explicado pelo fato da nistatina ter boa atividade 

antibiofilme, porém em maiores concentrações (Pierce et al., 2013), diferentes das utilizadas 

neste estudo. Apesar disso, a nistatina reduziu significativamente a aderência e o biofilme de 

C. glabrata, na concentração de 4 µg/mL, sendo a substância que melhor apresentou atividade 

antifúngica sobre essa espécie.  

Estudos demonstram que a associação da C. albicans com C. glabrata foi a mais 

prevalente em pacientes com HIV/Aids (Clarck-Ordóñez, Callejas-Negrete, Aréchiga-Carvajal, 

& Mouriño-Pérez, 2016) ou naqueles que apresentavam estomatite protética (Muadcheingka, 

& Tantivitayakul, 2015). Assim, este estudo analisou a atividade antiaderente e antibiofilme da 

fração sobre a associação das duas cepas mencionadas.  

O presente estudo revelou que C. albicans ao interagir com C. glabrata mostrou maior 

sensibilidade à ação da fração sobre o biofilme, visto que esta apresentou maior inibição do 

metabolismo celular além de ter reduzido o número de UFC em 100% já na menor concentração 

testada (250 µg/mL). Nesse contexto, alguns estudos foram desenvolvidos para entender os 

mecanismos de interação entre as espécies de Candida. Rossoni et al. (2015) afirmam que a 

redução de UFC/mL de C. albicans/mL em biofilmes mistos pode ser atribuída a interações 

competitivas entre as espécies de Candida por locais de adesão durante a fase inicial da 

formação do biofilme o que atenua a patogenicidade de C. albicans em modelos animais. 

De Barros et al. (2017) observaram que C. glabrata inibe a expressão do gene HWP1 

em filamentos de C. albicans. Esse gene é responsável por codificar proteínas envolvidas nos 

fatores de virulência de C. albicans, incluindo a formação da parede celular, sinalização 

intracelular e desenvolvimento de hifas. Além disso, o gene promove a ligação de Candida a 

células epiteliais, como etapa inicial da colonização (Naglik et al., 2006; Biswas, Van Dijck, & 

Datta, 2007; Chaffin, 2008;).  

A inibição da adesão de células de levedura pode ser um alvo para romper os estágios 

iniciais da formação de biofilme em Candida spp. (Rane, Bernardo, Howell, & Lee, 2013). No 

entanto, a inibição do biofilme de C. albicans e C. albicans + C. glabrata associadas não se 

correlacionou com o comprometimento da adesão, visto que a fração embora tenha tido um 

efeito significativo sobre a aderência das células, apresentou maior potencial inibitório sobre o 

biofilme quando usada a menor concentração (500 µg/mL e 250 µg/mL, respectivamente). Esse 

fato sugere que possivelmente, embora a adesão seja um fator importante, não significa que 

seja um evento crucial para a formação de biofilme quando as células de C. albicans e das cepas 

associadas (C. albicans + C. glabrata) foram expostas à fração do extrato. 
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Provavelmente, os metabólitos secundários presentes na fração diclorometano de S. 

obtusifolium são os responsáveis pela atividade antiaderente e antibiofilme da fração. Pereira et 

al. (2016) afirmam que os compostos bioativos encontrados nas folhas de S. obutusifolium se 

ligam ao ergosterol da membrana fúngica, resultando na formação de poros, desencadeando o 

desequilíbrio iônico celular e a perda da integridade da membrana com consequente lise celular 

de C. albicans.  

Estudos com S. obtusifolium são escassos. Assim, não há na literatura trabalhos 

realizados que testem a atividade antifúngica da fração diclorometano em espécies não-

albicans. Ademais, este trabalho é precursor em relação a atividade antiaderente e antibiofilme 

da fração, o que torna este estudo relevante para posteriores análises, já que a fração 

diclorometano apresentou significativa atividade antimicrobiana em espécies albicans e não-

albicans, com importante ação antiaderente e antibiofilme em C. albicans, C. glabrata e na 

associação das duas espécies fúngicas. 

 

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A fração diclorometano de S. obtusifolium apresentou atividade antifúngica, reduzindo 

a aderência e o biofilme de espécies de Candida spp. Além disso, a fração apresentou atividade 

fungistática sobre a maioria das espécies avaliadas, porém com efeito fungicida em Candida 

albicans por um período de vinte e quatro horas. Esses efeitos podem ser atribuídos aos 

metabólitos secundários encontrados na fração, como saponinas e compostos fenólicos. Diante 

desses resultados, há a necessidade da realização de mais análises como testes de toxicidade e 

de atividade antioxidante com a FDIC, visando uma possível utilização clínica da mesma como 

terapia antifúngica alternativa na Odontologia. 
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6 CONCLUSÃO 

 

1. A análise fitoquímica da FDIC das folhas de S. obtusifolium identificou a presença de 

compostos bioativos como saponinas, taninos, fenólicos totais, flavonoides, alcaloides, 

esteroides e triterpenos, sendo os compostos fenólicos e saponinas os principais 

metabólitos secundários encontrados;  

 

2. A FDIC apresentou atividade antifúngica sobre todas as cepas de Candida spp testadas, 

com ação fungistática sobre a maioria das leveduras; 

 

3. A fração diclorometano apresentou atividade fungicida sobre C. albicans quando 

exposta a sua ação por um período de vinte e quatro horas; 

 

4. A fração diclorometano de S. obtusifolium apresentou atividade antiaderente e 

antibiofilme sobre cepas de C. albicans, C. glabrata e sobre a associação entre as duas 

espécies. 
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