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1. RESUMO

A busca por substincias antifiingicas a partir de insumos naturais representam uma opgao
promissora para a prevencao e tratamento de infeccdes fungicas, como a candidose associada
ao uso de protese dental. Dentre estas plantas, a Terminalia catappa Linn ¢ amplamente
utilizada na medicina tradicional por exibir atividades biologicas variadas. Estudos anteriores
sugeriram que algumas fragdes do extrato das folhas desta planta (n-butanol) sao especialmente
eficazes contra bactérias e fungos, mas pouco se sabe sobre os efeitos desta fracao de 7' catappa
L. nas cé¢lulas de C. albicans. Dada a escassez de informacdes e considerando a importancia da
descoberta de novos agentes para o manejo de patologias, este estudo teve como objetivo
caracterizar a fracdo n-butandlica da 7. catappa e avaliar a susceptibilidade de C. albicans a
esta fracdo. Os constituintes quimicos da FBuOH foram analisados por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) usando um sistema LC-10AD equipado com um detector de diodos
e acoplado a um espectrometro de massas, usando ionizagao por electrospray. Para avaliar a
susceptibilidade das células planctonicas de C. albicans ao FBuTC foram realizadas analises
de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdao Fungicida Minima (CFM). A
caracterizacao fitoquimica foi capaz de identificar 12 componentes, dentre estes, as principais
substancias foram o acido elagico, vitexina e rutina, estes Ultimos da classe dos flavonoides
naturais. A analise da susceptibilidade revelou que a quantidade de FBuOH necessaria para
inibir o crescimento de células planctonicas de C. albicans foi de 250.0 pg/mL.
Coincidentemente, o valor de CFM foi o mesmo necessario para a CIM. Conclui-se que a
caracterizacao fitoquimica da fracdo n-butandlica da Terminalia catappa Linn identificou

componentes com forte atividade fungicida frente as células planctonicas de C. albicans.

Palavras-chave: Terminalia, biofilme, Candida albicans.



2. ABSTRACT

The search for antifungal substances from natural ingredients represents a promising option for
the prevention and treatment of fungal infections, such as candidiasis associated with the use
of dental prostheses. Among these plants, Terminalia catappa Linn is widely used in traditional
medicine for exhibiting varied biological activities. Previous studies have suggested that some
fractions of the extract of the leaves of this plant (n-butanol) are especially effective against
bacteria and fungi, but little is known about the effects of this fraction of 7. catappa L. on C.
albicans cells. Given the scarcity of information and considering the importance of discovering
new agents for the management of pathologies, this study aimed to characterize the n-butanolic
fraction of 7. catappa and evaluate the susceptibility of C. albicans to this fraction. The
chemical constituents of FBuOH were analyzed by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) using an LC-10AD system equipped with a diode detector and coupled to a mass
spectrometer using electrospray ionization. To evaluate the susceptibility of C. albicans
planktonic cells to FBuTC, Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicide
Concentration (MFC) analyzes were performed. The phytochemical characterization was able
to identify 12 components, among which the main substances were ellagic acid, vitexin and
rutin, the latter belonging to the class of natural flavonoids. Susceptibility analysis revealed that
the amount of FBuOH required to inhibit the growth of C. albicans planktonic cells was 250.0
ug/mL. Coincidentally, the CFM value was the same as that required for the MIC. It is
concluded that the phytochemical characterization of the n-butanolic fraction of Terminalia
catappa Linn identified components with strong fungicidal activity against planktonic cells of

C. albicans.

Keywords: Terminalia, biofilm, Candida albicans



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Candidose associada ao uso de protese dental

As proteses dentais removiveis geralmente sdo confeccionadas com resina acrilica a
base de poli (metil metacrilato), por suas boas qualidades estéticas, biocompatibilidade e custo-
beneficio (SCHMUTZLER et al., 2021). Uma vez instaladas na cavidade bucal, estas proteses
sdo expostas a saliva e a adesao de microrganismos (CONTALDO et al., 2019). Caso este
processo nao seja interrompido por meio de higienizagdo adequada ou por tratamento com
antifingicos, resultard no desenvolvimento de comunidades microbianas conhecidas como
biofilmes, resultando na patologia conhecida como candidose associada ao uso de proteses
(GAD; FOUDA, 2020).

Muitos fatores contribuem para a ocorréncia da candidose, incluindo o uso de proteses
mal-adaptadas, higiene bucal deficiente, bem condi¢des sist€émicas como xerostomia ou
diabetes (CONTALDO et al., 2019). Apesar destes fatores predisponentes, sabe-se que o
principal fator etioldgico esta associado a presenga de fungos do género Candida spp., tendo
como principal espécie envolvida em sua etiologia a C. albicans (GAD; FOUDA, 2020). Do
ponto de vista sistémico, os microrganismos encontrados no biofilme das proteses podem ser
deglutidos ou aspirados, e levar ao desenvolvimento de infecgdes sistémicas, tais como a
pneumonia aspirativa (ZHANG et al., 2022). Diante deste contexto, destaca-se a importancia
do adequado controle dos biofilmes formados na superficie das proteses, ndo somente para

satde bucal, mas também para satide geral de seus usuarios.

3.2. Controle do biofilme nas proteses



Para prevencdo, bem como para tratamento da candidose, diversos métodos para
controle dos biofilmes das proteses podem ser realizados (DUYCK et al. 2016). O método
mais popular é a escovagdo mecanica com dentifricio, sendo de facil acesso e baixo custo (TAN
etal. 2014; DUYCK et al. 2016). Deve-se realizar o procedimento de higienizagdo com escovas
proprias de préteses dentdrias ou com escovas convencionais € sabao neutro ou dentifricio
(LUCENA-FERREIRA et al. 2013; MELO; GUERRA 2014). Contudo, a falta de destreza
manual e/ou acuidade visual de muitos pacientes idosos, € a falta de orientacdo adequada sobre
o processo de higienizagdo por parte do cirurgido-dentista configuram restri¢cdes a esse método
(TAN et al. 2014; DUYCK et al. 2016).

Em situagdes em que o método mecanico nao for suficiente para o adequado controle, a
imersdo das proteses em solugdes desinfetantes ou limpadores quimicos tem sido sugerido
como um importante método auxiliar (LUCENA-FERREIRA et al. 2013; GANTAIT et al.
2016). O uso destas solugdes quimicas € muito util para complementar a higienizagao, pois a
protese possui poros em sua superficie e, em algumas situacdes, as cerdas da escova nao
conseguem acessar e limpar adequadamente estes poros (PARANHOS et al. 2013).

Dentre as solugdes desinfetantes, o hipoclorito de sodio ¢ amplamente empregado, por
ser capaz de atuar diretamente sobre a matriz do biofilme, sendo capaz de realizar uma limpeza
eficiente (DE SOUSA et al. 2015; SOUSA-PORTA et al. 2013; ARRUDA et al. 2018). Embora
os resultados sejam promissores, apresenta desvantagens, tais como sabor e odor desagradaveis,
além de alteracdo da resisténcia e cor da resina acrilica quando usada em regime prolongado
(SOUSA-PORTA et al. 2013; SALLOUM et al. 2014). Além disso, pode promover corrosao
de ligas metélicas, contraindicando seu uso para higieniza¢do de proteses parciais removiveis
(FREDDI, 2020).

Os limpadores quimicos sdo substancias disponiveis comercialmente, cuja a¢do de

limpeza ocorre inicialmente pelo efeito mecanico exercido pela efervescéncia produzida



quando o produto ¢ dissolvido na 4gua, resultando em uma solugdo alcalina de peroxido de
hidrogénio (RAJENDRAN et al., 2022).Vérios estudos ja investigaram o efeito de diferentes
limpadores quimicos em biofilmes formados na superficie de proteses (SALLOUM et al., 2014;
FREDDI, 2020; GRUENDER, 2021), no entanto, observa-se que este método ainda ¢ falho na
remocgao de biofilmes de C. albicans (RAJENDRAN et al., 2022).

Em situagdes que a candidose torna-se uma infec¢do recorrente, tem-se recomendado a
prescricdo de antiflingicos, como a nistatina e fluconazol (BUENO et al., 2015). Entretanto,
deve-se intensificar o cuidado com relagdo a prescri¢do desses medicamentos, pois 0 uso
indiscriminado pode influenciar na resisténcia fungica da C. albicans (MADEIRA et al. 2016).

Nota-se que as limitagdes provenientes do controle quimico/mecanico dos biofilmes, a
possibilidade de resisténcia antifungica, t€ém implicacdes importantes no insucesso do
tratamento da candidose associada ao uso de préteses. Dessa forma, a busca por substancias
antifingicas a partir de fontes alternativas se tornou uma tendéncia na literatura médico-

odontologica.

3.3. Terminalia catappa Linn.

Considerando que a maioria dos agentes antifungicos existentes no mercado ¢ de origem
sintética, o interesse por insumos naturais voltou a receber a atengdo dos cientistas na busca de
principios ativos para a formulacdo de produtos inovadores, eficazes e de baixa toxicidade no
controle das infecgdes fungicas (ANTUNES et al., 2023). Diminuir custos no tratamento das
infeccoes e favorecer a populacdo com novas opcdes de terapia consiste em um grande desafio
para a ciéncia.

Dentre os insumos naturais, as plantas utilizadas na medicina popular representam uma

opc¢do promissora para a prevencao e tratamento de infecgdes fungicas (SHUI et al., 2021).



Dentre estas plantas, cita-se a Terminalia catappa Linn, planta amplamente utilizada na
medicina tradicional em todo o mundo (CHANG et al. 2019). A Terminalia catappa Linn ¢ uma
grande arvore que cresce em climas subtropicais e tropicais, sendo plantada nos tropicos. O
nome genérico se origina do latim “terminalis”, referindo-se as folhas abundantes nas
extremidades dos brotos. E uma planta nativa do Sudeste Asiatico, cultivada para fins
ornamentais € suas nozes sao comestiveis (ANAND et al. 2015). Em Sao Paulo, ¢ conhecida
como “Chapéu de Sol”, no Rio de Janeiro ¢ chamada de “Amendoeira”, tendo outras
terminologias nas demais regidoes brasileiras, como “Noz da praia”, “Sete Copas” e
“Amendoeira-brava” (VIEIRA; DO NASCIMENTO, 2023).

Esta planta tem sido investigada como possibilidade medicinal em véarios estudos
farmaceéuticos, pois contém uma variedade de componentes quimicos que destacam atividades

biologicas (TERCAS et al. 2017) (Quadro 1).

Quadro 1 - Atividades biolégicas da Terminalia catappa Linn descritas na literatura

Atividade Biologica Componente Quimico Referéncia

Antioxidante Punicalagina, punicalina, Anand et al., 2015
terfluvina A e B, acido
quebolico, acido benzoico e

seus derivados

Antidiabético y-caroteno Anand et al., 2015

Anticancerigeno Punicalagina Naitik et al., 2012
Antiviral Acido elagico Amalraj & Gopi, 2017
Antiinflamatorio Acidos triterpénicos, Coulibaly et al., 2014

especialmente 4acido ursolico

e seus derivados




Antimicrobiano Flavonas e flavanois Shinde et al., 2009

Atividades Hepatoprotetoras |  Punicalagina e punicalina Kinoshita et al., 2007

FONTE: Autoria propria

O extrato de folhas de 7. catappa L. exibe atividades biologicas variadas como
antioxidante (ANAND et al., 2015), antiviral (AMALRAJ; GOPI, 2017), anti-inflamatoéria
(COULIBALY et al.,, 2014) e antimicrobiana (SHINDE et al., 2009). Estudos anteriores
sugeriram que algumas fragdes do extrato das folhas desta planta (n-butanol) sao especialmente
eficazes contra bactérias (CHANDRA et al.,2013) e funcionam como um potente antifingico
contra Candida spp (TERCAS et al. 2017), mas pouco se sabe sobre os efeitos de 7. catappa

L. nas células e biofilmes de Candida albicans (GONCALVES et al. 2019).
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Resumo

Este estudo objetivou realizar a caracterizagdo fitoquimica da fracdo n-butanolica da Terminalia
catappa Linn (FBuOH) e avaliar a susceptibilidade de Candida albicans a esta fragdo. Os
constituintes quimicos da FBuOH foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) usando um sistema LC-10AD equipado com um detector de diodos e
acoplado a um espectrometro de massas, usando ionizagdo por electrospray. Para avaliar a
susceptibilidade das células planctonicas de C. albicans ao FBuTC foram realizadas analises
de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM). A
caracterizacao fitoquimica foi capaz de identificar 12 componentes, dentre estes, as principais
substancias foram o acido elagico, vitexina e rutina, estes Ultimos da classe dos flavonoides
naturais. A analise da susceptibilidade revelou que a quantidade de FBuOH necessaria para
inibir o crescimento de células planctonicas de C. albicans foi de 250.0 pg/mL.
Coincidentemente, o valor de CFM foi o mesmo necessario para a CIM. Conclui-se que a
caracterizacdo fitoquimica da fracdo n-butandlica da Terminalia catappa Linn. identificou

componentes com forte atividade fungicida frente as células planctonicas de C. albicans.

Palavras-chave: Terminalia, biofilme, Candida albicans



Abstract

This study aimed to carry out the phytochemical characterization of the n-butanolic fraction of
Terminalia catappa Linn (FBuOH) and to evaluate the susceptibility of Candida albicans to
this fraction. The chemical constituents of FBuOH were analyzed by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) using an LC-10AD system equipped with a diode detector and
coupled to a mass spectrometer using electrospray ionization. To evaluate the susceptibility of
C. albicans planktonic cells to FBuTC, Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Fungicide Concentration (MFC) analyzes were performed. The phytochemical
characterization was able to identify 12 components, among which the main substances were
ellagic acid, vitexin and rutin, the latter belonging to the class of natural flavonoids.
Susceptibility analysis revealed that the amount of FBuOH required to inhibit the growth of C.
albicans planktonic cells was 250.0 ug/mL. Coincidentally, the CFM value was the same as
that required for the MIC. It is concluded that the phytochemical characterization of the n-
butanolic fraction of Terminalia catappa Linn identified components with strong fungicidal

activity against planktonic cells of C. albicans.

Keywords: Terminalia, biofilm, Candida albicans



Introducao

A Candida albicans é o principal microrganismo envolvido na etiologia da candidose
associada ao uso de préoteses (MACHADO-GONCALVES et al.,, 2018). Este fungo ¢
naturalmente encontrado na cavidade oral, podendo formar comunidades complexas
denominadas de biofilmes, os quais podem aderir a superficie dos dentes remanescentes,
mucosa circundante e superficies acrilicas, como as proteses dentais (FREIRES et al., 2016).

Este patdgeno esta naturalmente presente na flora da cavidade oral. A transi¢do deste
fungo, de uma condicdo de comensalismo, para uma situagdo de parasitismo pode ocorrer
durante um desequilibrio entre o hospedeiro ¢ o fungo (MACHADO-GONCALVES et al.,
2018). Este desequilibrio esta relacionado a fatores locais e/ou sistémicos, tais como uso de
proteses mal-adaptadas, higiene bucal deficiente, dieta rica em carboidratos, hiposalivagao,
além de desordens enddcrinas e imunologicas (CONTALDO et al., 2019). Diante deste
contexto, destaca-se a importancia do adequado controle dos biofilmes formados na superficie
das proteses, nao somente para saude bucal, mas também para saude geral de seus usuarios.

Uma variedade de métodos para controle dos biofilmes pode ser realizada para
prevencdo, bem como para tratamento da candidose (DUYCK et al., 2016). O método mais
popular ¢ a escovacao mecanica com dentifricio, sendo de facil acesso e baixo custo (TAN et
al., 2014; DUYCK et al., 2016). No entanto, a resina acrilica apresenta poros em sua superficie
e, em algumas situagdes, as cerdas da escova ndo conseguem acessar e limpar adequadamente
estes poros (PARANHOS et al. 2013). Somado a isto, sabe-se que muitos usuarios de proteses
sdo pacientes idosos, os quais podem apresentar acuidade visual diminuida ou mesmo perda da
habilidade motora, comprometendo a escovacdo adequada (TAN et al. 2014; DUYCK et al.

2016).



A imersdo das proteses em solucdes desinfetantes ou limpadores quimicos tem sido
sugerido como um importante método auxiliar (LUCENA-FERREIRA et al,, 2013; GANTAIT
et al., 2016). Porém, em situagdes que a candidose torna-se uma infec¢ao persistente ou mesmo
recorrente, tem-se preconizado a prescricdo de antifngicos (i.e. nistatina e fluconazol
(BUENO et al., 2015). No entanto, a prescricdo das medicacdes deve ser realizada com
significativa cautela, pois o uso indiscriminado pode ter sido o fator dominante para a selecao
de cepas resistentes de C. albicans (MADEIRA et al., 2016).

Percebe-se que as limitagdes oferecidas pelo controle quimico/mecanico dos biofilmes,
bem como a resisténcia antifungica, tém implicagdes importantes no insucesso do tratamento
da candidose associada ao uso de proteses. Dessa forma, a busca por substancias antifungicas
a partir de insumos naturais representam uma opg¢ao promissora para a prevencao e tratamento
de infecgdes fungicas (VIEIRA ef al., 2014).

Dentre estas plantas, cita-se a Terminalia catappa Linn, planta amplamente utilizada na
medicina tradicional em todo o mundo (CHANG et al., 2019). O extrato de folhas de 7. catappa
L. exibe atividades biologicas variadas como antioxidante (ANAND et al., 2015), antiviral
(AMALRAJ; GOPI, 2017), anti-inflamatoria (COULIBALY et al., 2014) e antimicrobiana
(SHINDE et al., 2009). Estudos anteriores sugeriram que algumas fragdes do extrato das folhas
desta planta (n-butanol) sdo especialmente eficazes contra bactérias (CHANDRA et al.,2013) e
funcionam como um potente antifingico contra Candida spp (TERCAS et al. 2017), mas pouco
se sabe sobre os efeitos desta fracdo de 7 catappa L. nas células de C. albicans (GONCALVES
et al. 2019).

Dada a escassez de informacdes a respeito da a¢do de Terminalia catappa Linn em cepas
de C. albicans e considerando a importancia da descoberta de novos agentes para o manejo de

patologias como a candidose associada ao uso de proteses, este estudo teve como objetivo



caracterizar a fragdo n-butanolica da 7. catappa e avaliar a susceptibilidade de C. albicans a

esta fracado.

Materiais e métodos

Coleta, identificagcdo botdnica e preparo da fra¢do butanolica

As folhas de T catappa Linn foram cultivadas no campo experimental da Universidade
Federal do Maranhdo, Sao Luis, Maranhao, Brasil. A amostra foi coletada de Janeiro de 2022 a
Maio de 2022. A exsicata foi preparada e enviada ao Herbario Atico Seabra da Universidade
Federal do Maranhao para identificagdo botanica.

As folhas foram secadas separadamente em uma estufa com circulagdo de ar de 37°C
durante 48 horas, seguidas de trituragdo em um moinho. O material seco e triturado
(aproximadamente 200g) foi macerado com etanol 70% durante 24 horas, a temperatura
ambiente. Este processo foi repetido quatro vezes, obtendo-se um extrato hidroalcoolico, o qual
foi filtrado e depois concentrado utilizando rota-evaporador (MACHADO-GONCALVES et
al., 2018).

O extrato hidroalcoolico bruto foi liofilizado, ressuspenso em 600 ml de MeOH/H20
(Merck, Darmstadt, Alemanha) (80:20, v/v). As amostras foram sequencialmente submetidas a
parti¢do liquido-liquido com hexano (Merck, Darmstadt, Alemanha), seguido por acetato de
etila (Merck, Darmstadt, Alemanha), entdo n-butanol (Merck, Darmstadt, Alemanha),
resultando em trés fracdes com polaridades diferentes: a fracdo hexanica (FHEX), que foi a
fragdo menos polar; a fragdo de acetato de etila (FACOEt) com polaridade intermediaria; e a
fragdo n-butanol (FBuOH), a fragdo mais polar (GONCALVES et al., 2019, TERCAS et al,,

2017).



Caracterizagdo fitoquimica da fra¢do n-butandlica

Os constituintes quimicos da FBuOH foram analisados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) usando um sistema LC-10AD (Shimadzu, Japao) equipado com um
detector de diodos (DAD) e acoplado a um espectrometro de massas Esquire 3000 Plus (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), usando ionizacdo por electrospray (ESI). A separagdo foi
realizada com coluna Phenomenex Kinetex C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um; Torrance, CA, EUA).

O 4cido fosforico foi usado como fase mével A e metanol como fase movel B. O
gradiente de elui¢do foi preparado como se segue: 5-20 min de 55 a 10% A, e depois durante
20-30 min de 10 a 0% A. O volume de inje¢ao consistiu de 20 pL. de amostra reconstituida e
taxa de fluxo de 1 mL/min. A deteccao foi realizada por um DAD a 470 nm e um método de
espectrometria de massa direta (—ESI) com a voltagem mantida em 4,0 kV, fonte de ions de 40
V e temperatura capilar de 320 °C. Os compostos foram identificados com base no tempo de

retencao ¢ massa molecular (ZAGO et al., 2019).

Testes de Suscetibilidade

Para avaliar a susceptibilidade das células planctonicas de C. albicans ao FBuTC foram
realizadas andlises de Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida
Minima (CFM). Como grupo controle, foi preparada solucdo de Fluconazol, o qual tem sua
acdo bem estabelecida na literatura (FALAH-TAFTI et al, 2010; SHARMA et al., 2014,
RAWAT et al., 2017; DI STASIO et al., 2018; KRISHNAMOORTHY et al., 2019).

Foi utilizada uma cepa de referéncia de C. albicans (ATCC 90028). A cepa foi reativada
de sua cultura original em placas de dgar Sabouraud dextrose (SDA) a 37°C, por 24 h

(MADEIRA et al., 2016; DI STASIO et al., 2018; GONCALVES et al., 2019). Para preparo do



indculo, colonias foram suspensas em caldo Yeast Nitrogen Base (YNB) enriquecido com 50
mM de glicose. Este conjunto foi incubado por 20 h, a 37°C e, em seguida, foi centrifugado
(5000 rpm, 4°C) e lavado com solugdo salina. Uma aliquota de células centrifugadas foi
transferida para um tubo contendo solugdo salina, e a turbidez deste conteudo foi ajustada com
espectrofotometro, assegurando uma suspensdo de aproximadamente 107 células/mL
(MADEIRA et al. 2016; GONCALVES et al. 2018).

A CIM da FBuTC foi determinada pelo método de micro diluicdo em caldo preconizado
pelo Clinical Laboratory Standars Institute (CLSI 2018). A partir da concentragdo inicial da
FBuUTC, o qual foi definido em testes pilotos, foram feitas dilui¢cdes seriadas em placas de 96
pocos. Os pogos contendo as diferentes dilui¢des das FBuTC, controles (positivos € negativos)
e o in6culo foram incubados a 37°C por 48 h. A leitura do teste foi por comparacao visual e o
CIM correspondeu a menor concentragdo da FBuTC que impediu o crescimento visivel das
c€lulas planctonicas.

Cada concentragdo do teste anterior que nao apresentou crescimento visivel foi
inoculada em placa de SDA. Ap6s 24 h de incubagao a 37°C, as leituras das CFMs foram
realizadas com base no crescimento dos controles, sendo considerada CFM, a menor

concentracdo da FBuTC que impediu o crescimento fungico (= 99.9%.)

Resultados

Caracterizagdo fitoquimica da fragdo n-butandlica

Considerando a caracterizagdo fitoquimica por CLAE, a analise foi realizada para

determinar as massas moleculares dos ions detectados e identificar os componentes presentes

no FBuOH. Pode-se observar no cromatograma a resposta do detector em fungdo do tempo de



eluicdo, sendo identificados 12 picos, cada pico correspondente a saida de um componente

quimico encontrado (Figura 1). Os componentes quimicos estdo descritos na Tabela 1.

Figura 1 - Cromatograma de fon Total da Fracio n-butanélica de Terminalia Catappa
Linn adquirido por LC-ESI-IT/MS
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Fonte: Autoria propria

Tabela 1 - Composi¢cao Quimica da Fracao n-butandlica de Terminalia catappa Linn

[M-H] - MS" fragments Compound

1 331 169; 125 1-O-galloyl- glucose (acido galico)

2 633 303 Galloyl-HHDP-hexoside (fenol
glicosilado)

3 533 443 Guaiacyl(8-5)ferulic acid hexoside (fenol
glicosilado)

4 615 463; 301 Dehydro-galloyl-HHDP-hexoside (fenol
glicosilado)

5 447 301 Ellagic acid-deoxyhexoside (tanino)




6 483 331; 169 Digalloyl-hexoside

7 431 287 Vitexin (flavondide)

8 609 447; 301 Rutin (flavonoéide)

9 301 433; 301 Ellagic Acid (fenol glicosilado)

10 303 151 Taxifolin (flavonoide)

11 521 344 Cyclolariciresinol hexoside (fenol
glicosilado)

12 433 301 Ellagic acid-pentoside (fenol glicosilado)

Fonte: Autoria propria

Testes de suscetibilidade

A analise revelou que a quantidade de FBuOH necessaria para inibir o crescimento de
células planctonicas de C. albicans foi de 250.0 ug/mL. Coincidentemente, o valor de CFM foi
0 mesmo necessario para a CIM. Dessa forma, a relagio CFM:CIM demostrou que a FBuOH ¢
considerada fungicida contra C. albicans, uma vez que os extratos sao fungicidas quando a
relacdo CFM:CIM estd entre 1:1 a 2:1, conforme proposto anteriormente (GONCALVES et al.,
2019). Os valores de CIM e CFM para fluconazol utilizado como grupo controle foram 0.5

pug/mL e > 64 ug/mL, respectivamente.

Discussao

T catappa L. ¢ uma planta amplamente utilizadas na medicina tradicional em todo o

mundo (CHANG et al., 2019), exibindo atividades bioldgicas variadas como antioxidante

(ANAND et al,, 2015), antiviral (AMALRAJ; GOPI, 2017), anti-inflamatoria (COULIBALY



et al., 2014) e antimicrobiana (SHINDE et al., 2009). No entanto, estudos sobre as propriedades
antifungicas desta planta sdo escassos € pouco se sabe sobre a atividade antifiingica de fragdes
especificas obtidas a partir de suas folhas. Neste estudo, foram apresentadas evidéncias
importantes sobre o potencial antifingico da fragdo n-butandlica da 7. catappa L. para as células
planctonicas de C. albicans.

A caracterizacdo por HPLC da FBuOH foi capaz de identificar 12 componentes
quimicos. Dentre estes, a principal substincia de saida foi o acido gélico (1-O-galloyl- glucose
(B-glucogalina)). Ainda, foi identificada a presenca do acido elagico, a vitexina e a rutina, estes
ultimos da classe dos flavonodides naturais. A caracterizagao obtida neste estudo corrobora com
achado anterior, em que foram identificados principalmente 4cido galico, taninos hidrolisaveis
(punicalina e punicaligina), flavonoides e fenois glicosilados (TERCAS et al., 2017).

Pesquisas anteriores mostram que o acido galico obtido a partir do extrato encontrado
em outras plantas tem um potencial antimicrobiano (Chanwitheesuk et al., 2007). Ainda, sabe-
se que o 1-O-galloyl- glucose (B-glucogalina) encontrado neste estudo corresponde a um
intermediario na biossintese de taninos hidrolisaveis (OLIVAS-AGUIRRE et al., 2015), os
quais também sao associados com forte atividade antimicrobiana contra bactérias e leveduras
(LIM et al., 2006; OKUDA, 2005; AHN et al., 2005). Este efeito foi sugerido por envolver a
precipitagdo de proteinas ou a remoc¢do de metal e ions de hidrogénio a partir de enzimas
microbianas, modificando processos metabolicos vitais nestes microrganismos (OKUDA,
2005).

A vitexina e a rutina sdo flavondides, cuja atividade antioxidante, anti-inflamatoria, anti-
hipertensiva e anticancerigena ja foram relatadas (ZHAO et al., 2021). Em um estudo em
camundongos foi realizada associagdo entre a rutina e a patologia de tau (caracteristico da
Doenga de Alzheimer), sendo demonstrados diversos efeitos bioldgicos, como antimicrobianos,

anticancerigeno, antitrombotico, cardioprotetor e atividades neuroprotetoras (SUN et al., 2021).



Os flavonoides também estdo relacionados a inativagdo de enzimas responsaveis pela adesdo
celular, que ¢ considerada um importante fator de viruléncia de Candida assim como impedem
o transporte de proteinas e causam ruptura da célula fungica (KINOSHITA et al., 2007;
TERCAS et al., 2017).

Os compostos fenolicos glicosilados t€ém apresentado propriedades antifingicas de
interesse. Especificamente, os 4acidos fendlicos demostraram atividade promissora in vitro € in
vivo contra espécies de Candida (OZCELIK et al., 2011; TEODORO et al., 2015). A presenga
do acido elagico ocorreu em dois picos de destaque, cujas atividades biologicas sao descritas
tais como antioxidante e/ou anticarcinogénica, além de ser um potente inibidor da indugdo
quimica do cancer (ABE-MATSUMOTO et al., 2008).

Os testes de suscetibilidade demostram que o FBuOH tem comportamento fungicida
contra células planctonicas de C. albicans, uma vez que os extratos sao fungicidas quando a
relagdo CFM:CIM esté entre 1:1 a 2:1 (GONCALVES et al., 2019). Em relagdo aos resultados
de CIM, foi proposta uma classificagdo para a atividade antimicrobiana de produtos vegetais da
seguinte maneira: inibidores fortes, CIM até 0,5 mg/mL; inibidores moderados, CIM entre 0,6
e 1,5 mg/mL; e inibidores fracos, CIM acima de 1,6 mg/mL (ALIGIANNIS et al, 2001).
Considerando esta classificagdo, o FBUuOH foi considerado um inibidor forte.

A potente atividade antifingica pode ser justificada pela composi¢cdo quimica
encontrada do FBuOH, principalmente o 4cido galico, taninos, flavondides e compostos
fenolicos. No entanto, ¢ importante frisar que os testes de CIM e CFM sao realizados em células
de Candida em sua forma planctonica. Considerando que a maioria destas células estdo
associadas a biofilmes na cavidade bucal, e que os biofilmes diferem substancialmente das
células planctonicas em termos de maior resisténcia antifungica, investigar o comportamento

de células organizadas como biofilmes quando expostas ao FBuOH, seria de grande interesse.



Conclusao
Conclui-se que a caracterizagdo fitoquimica da fracdo n-butandlica da Terminalia
catappa Linn identificou componentes com forte atividade fungicida frente as células

planctonicas de C. albicans.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a caracterizagdo fitoquimica da fracdo n-butandlica da Terminalia
catappa Linn identificou componentes com forte atividade fungicida frente as células
planctonicas de C. albicans. Este estudo servira de base para pesquisas futuras envolvendo
biofilmes, uma vez que estes diferem substancialmente das células planctonicas em termos de

maior resisténcia antifingica.
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