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RESUMO — O numero limitado de antifungicos disponiveis e a relagdo da resisténcia
aumentada a eles leva a um interesse pela pesquisa e desenvolvimento de novos compostos com
atividade antiflngica. O presente estudo avaliou o potencial antifingico in vitro de extratos
ricos em compostos fenélicos obtidos a partir das cascas de Rhizophora mangle Link contra a
espécie ndo-patogénica Saccharomyces cerevisiae. O extrato foi obtido através do método de
maceracao com etanol absoluto. Para realizacdo dos testes de susceptibilidade foi utilizado o
método de microdiluicdo, de acordo com os parametros estabelecidos pelo documento CSLI
M27 A-3 modificado. Os resultados demonstraram potencial antifingico do extrato na
concentracdo de 10 mg/mL, sendo esta definida como a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM).
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ABSTRACT — The limited number of antifungals available and the increased resistance to them
has led to an interest in research and development of new compounds with antifungal activity.
The present study evaluated the in vitro antifungal potential of extracts rich in phenolic
compounds obtained from the bark of Rhizophora mangle Link against the non-pathogenic
species Saccharomyces cerevisiae. The extract was obtained by the maceration method with
absolute ethanol. The microdilution method was used to perform the susceptibility tests,
according to the parameters established by the modified CSLI M27 A-3 document. The results
demonstrated antifungal potential of the extract at a concentration of 10 mg/mL, which is
defined as the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)..
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1 INTRODUCAO

O género Saccharomyces é classificado como levedura e é muito utilizado na industria
alimenticia, por conta de sua capacidade de fermentacdo, e possui sua relevancia no campo
farmacéutico, sendo usado na fabricacdo de inUmeros fa&rmacos e processos, como a producao
de insulina, vacina para hepatite B, outros insumos para tratamento da saide humana, e também
reconhecido como fonte de biocombustiveis e produtos biotecnoldgicos, possuindo uma
longinqua relagcdo com a histéria e desenvolvimento da raca humana como um todo. Foi o
primeiro organismo eucarionte a ter seu genoma sequenciado (em 1996) e segue sendo o
organismo com genoma mais completo e caracterizado, e assim possui uma facil manipulacao
genética, capacitando a analise e geracdo de mutantes, tanto de genoma nuclear quanto
mitocondrial. E considerado um fungo relativamente inofensivo ja que sua capacidade
patogénica é quase nula por maior parte das cepas ndo resistirem temperaturas acima de 37°C,
assim se tornando um dos primeiros organismos GRAS (Geralmente Reconhecidos Como
Seguros) e o primeiro Organismo Geneticamente Modificado (OGM) utilizado para processos

de fabricacdo alimentar e aditivos em ragdes (1)

O Saccharomyces cerevisiae ndo € um fungo com capacidades patogénicas contra o ser
humano, entretanto, € conhecido por possuir inimeras semelhancas com a Candida spp, fungo
patogénico que representa mais de 78% das infec¢des fungicas hospitalares, conhecidas como
candidiases, doenca que pode afetar as mucosas ou pele, causando ferimentos leve, ou até
mesmo afetando a corrente sanguinea, desenvolvendo uma infec¢do extremamente grave,
denominada candidemia ou candidiase alérgica, com lesdes semelhantes as dermatofitoses (2),
portanto, sera utilizado como fungo modelo para ser testada a capacidade antifingica do extrato
rico em compostos fendlicos obtido a partir das cascas da espécie vegetal Rhizophora mangle
Link.

Espécies do género Rhizophora, sdo conhecidas pelas propriedades medicinais de seus
taninos. A Rhizophora mangle é uma das espécies de plantas mais conhecidas dentre 0s
manguezais brasileiros, sendo popularmente conhecida como “mangue-vermelho” dentre
outras denominagdes populares e, é utilizada na medicina popular contra inumeras patologias,

assim como suas capacidades antifungicas contra simples micoses (3).
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2 MATERIAIS E METODOS

Cascas de R. mangle foram coletadas num bosque do estuario de Santos (23°53°02,4” S
46°21°58,6” W). O material foi coletado com autorizagdo obtida do Instituto Chico Mendes de

Conservacao da Biodiversidade/Ministério de Meio Ambiente sob nimero 50908-1.

O material foi seco em estufa por sete dias a 40°C, apds esse periodo as amostras foram
trituradas e moidas. A extracdo dos compostos foi realizada por maceracdo utilizando etanol
absoluto (1:4) (p/v), por sete dias. As amostras foram filtradas, secas em rotaevaporador, e
posteriormente quantificadas por gravimetria (pesagem do extrato seco), obtendo-se entdo o

extrato etanolico para os testes de susceptibilidade.

As leveduras de S. cerevisiae foram cultivadas em caldo Sabouraud-dextrose em
temperatura de 35°C, com ao menos trés repiques sucessivos de 24 horas previamente ao
experimento. Para a realizacdo dos ensaios de susceptibilidade in vitro aos extratos de R.
mangle, no dia do experimento as leveduras foram contadas e a suspensao do inoculo foi

ajustada para 2,5 x 103 céls./mL em caldo Sabouraud-dextrose.

O extrato de R. mangle foi re-suspensos em DMSO 30% obtendo-se a concentragao

final de 100 mg de extrato seco/mL, sendo entdo esta solu¢cdo denominada de “solucdo estoque”.

Para realizacdo dos testes de susceptibilidade para a avaliacdo do efeito antifungico dos
extratos de R. mangle, foi utilizado o método de microdiluicdo, de acordo com os parametros
estabelecidos pelo documento CSLI M27 A-3 (4) com modificagdes. Os extratos de R. mangle
foram testados em concentra¢fes que variam de 1,25 a 10 mg/mL e as microplacas serdo
incubadas a 35° C por 24h. A menor concentracdo capaz de inibir o crescimento do
microrganismo nos pogos foi identificada como a Concentragdo Minima Inibitoria (CIM) da

substancia para este microrganismo.

Os experimentos foram realizados em triplicata, sendo realizados controles com 0s
diluentes dos inibidores (controle-indculo) em suas concentragdes finais. Adicionalmente, para

cada ensaio, foram realizados controles com fluconazol (64 pg/mL).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados demonstraram que existe potencial antimicrobiano no extrato etandlico
obtido a partir das cascas de R. mangle contra a levedura S. cerevisiae - atividade antifungica
observada in vitro, na concentracdo de 10mg/mL de extrato (para trés réplicas), sendo esta
definida como a Concentrag&o Inibitdria Minima (CIM) (figura 1).

Figura 1. Resultado das analises da atividade antifingica (fungistatica) do extrato
obtido a partir das cascas de R. mangle em culturas de S. cerevisiae A seta vermelha indica a

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) obtida para o extrato.
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A atividade antifingica observada possivelmente se deve a presenca de compostos
fendlicos (taninos) presentes em cascas de R. mangle (5). Plantas ricas em taninos sdo
empregadas na medicina tradicional no tratamento de diversas moléstias, como diarreias,
queimaduras e feridas, gastrite, problemas relacionados ao trato geniturinario e processos
inflamatorios em geral. Testes in vitro com extratos ricos em taninos ou com taninos puros tém
identificado diversas atividades biolégicas dessa classe de moléculas como agéo fungicida (6,
7).
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Sendo assim, os resultados obtidos no presente estudo revelaram o potencial antiflngico

do extrato etandlico obtido a partir das cascas de R. mangle.

4 CONCLUSAO
Conforme proposto e pesquisado, os resultados obtidos no presente estudo revelaram o

potencial antifingico do extrato etandlico obtido a partir das cascas de R. mangle.

Os resultados obtidos nesta proposta de pesquisa poderdo levar ao isolamento de novas
de substéncias, obtendo-se candidatos a fa&rmacos antifingicos mais especificos e eficazes para

o tratamento de infec¢des fungicas causadas por fungos patogénicos.
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