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RESUMO

O manguezal é uma regido entre 0 ambiente terrestre e marinho e apresenta uma
rica biodiversidade. Dentre as arvores do manguezal podemos encontrar a
Laguncularia racemosa que possui propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
antitumorais. A candidiase é uma infeccdo oportunista que afeta a mucosa oral, ela
€ causada pelo fungo Candidaalbicans. Esse trabalho tem como objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana do extrato, mensurando sua concentracdo minima inibitoria
e identificar os compostos responsaveis pela atividade através da cromatografia
gasosa com espectrometria de massas.A metodologia aplicada foi o protocolo para
avaliar a atividade antifangica M27-A3, na qualfoi preparada solucdo estoque dos
compostos a uma concentracdo de 800 pg/mL, tendo sido filtrados em filtro de
seringa 0,22um, em seguida foi preparada uma subcultura da cepa ATCC 14503, a
qual foi incubada a 35°C por 24h, os inéculos foram padronizados em
espectrofotometro calibrado na escala McFarland a 530 nm de comprimento de
onda, a uma transmitancia de 90%. Os testes foram realizados em triplicata, tendo
0s compostos apresentado a mesma CIM para os trés indculos na placa (trailing)
que mostram que houve acdo inibitéria na concentracao de 50 pg/ml. Foi realizado
também a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, com 0
objetivo de evidenciar os compostos quimicos presente no extrato e avaliar qual foi
responsavel pela atividade antimicrobiana.Diante dos resultados apresentados €
possivel concluir que o extrato possui eficacia no combate a levedura causadora da
candidiase oral.

Palavras-chave: Laguncularia racemosa.Mangrove.Streptococcosmutans.

ABSTRACT

The mangrove is a region between the terrestrial and marine environment and has a
rich biodiversity. Among the mangrove trees we can find Laguncularia racemosa
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which has antioxidant, antimicrobial and anti-tumor properties. Candidiasisis
anopportunistic infection that affects the oral mucosa, it is caused by the fungus
Candida albicans. This work aims to evaluate the antimicrobial activity of the extract,
measuring its minimum inhibitory concentration and identify in the compounds
responsible for the activity through gaschromatography with mass spectrometry. The
Applied methodology was the protocol to evaluate the antifungalactivity M27-A3, in
which a stock solution of the compounds was prepared at a concentration of 800 ug /
mL, having been filtered through a 0.22 pm syringe filter, then a subculture of the
strain ATCC 14503, which was incubated at 35 ° C for 24h, the inocula were
standardized on a spectrophotometer calibrated on the McFarland scale at 530 nm of
wave length, at a transmittance of 90%. The tests were carried out in triplicate, with
the compounds having the same MIC for the three inoculants on The plate (trailing)
which show that there was na inhibitory actionat the concentration of 50 pg / ml.
Gaschromatography coupled with mass spectrometry was also carried out, with the
objective of showing the Chemical compounds present in the extract and assessing
which was responsible for the antimicrobial activity. In view of the results presented, it
is possible to conclude that the extract is effective in combating the yeast that causes
oral candidiasis.

Keywords: Laguncularia racemosa.Mangrove.Streptococcosmutans.

1. INTRODUCAO

O manguezal € uma regido entre o ambiente terrestre e marinho. Apresenta
uma rica biodiversidade e tem grande importancia para a comunidade ao seu redor,
que tira desse ecossistema o seu sustento (GUEDES et al., 2018).

Dentre as arvores presentes nas florestas do mangue, encontra-se a
Laguncularia racemosa, pertencente a familia da Combretaceae presente nas costas
do atlantico, pacifico e na regiéo asiatica (YANEZ-LAURA et al., 2004), sendo mais

comum em ambientes com menor concentragéo salina (PETRI et al., 2011).



Figura 1 — Imagem da planta Laguncularia racemosa.

Fonte: SILVA, 2019.

E considerada por alguns povos como uma planta medicinal para tratar
diarreia e afeccdes gastrointestinais através de infusdes obtidas pelo caule
(COELHO-FERREIRA, 2009) e pode ser utilizado também o extrato das folhas que
apresenta maior potencial biolégico (SILVA, 2019).

Figura 2 — Folhas da Laguncularia racemosa.




Fonte: Fauna e Flora do RN, 2019.

O potencial biolégico do extrato da Laguncularia racemosa fornece atividade
antioxidante, atividade antitumoral e atividade antimicrobiana (SILVA, 2019; SHI et
al., 2010).

Segundo Shiet al. (2010), a atividade antioxidante se da pela presenca de
compostos fendlicos, dentre os compostos estudados, o que demonstrou maior
potencial antioxidante foi o denominado pinobanksin-3-cafeiolato derivado da di-
hidroflavona, que tem a atividade oriunda do grupo cafeina. Outro mecanismo
antioxidantivo encontrado é o sequestro de radicais livres (VALENTAOet al., 2003).

A atividade antitumoral se da devido a alta concentracdo de taninos e outros
compostos fendlicos que tem a capacidade de inibir as proteinas quinases com
potenciais distintos (SHI et al.,2010).

Embora que fraca, sua atividade antibacteriana demonstrou resultados
positivos contra a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilizemicrococcusluteus(SILVAetal.,2011).

Além de apresentar atividade contra bactérias, a literatura relata a agdo do
extrato em inibir o crescimento de fungos (SILVA, 2004). Para a odontologia a
candidiase oral é a patologia causada por fungos mais recorrente, afetando a
mucosa bucal.

A CandidaAlbicans é um tipo de levedura, comumente encontrada na
microbiota oral e responsavel como causar infeccbes oportunistas como a
Candidiase oral. Dentre os fatores que podem desencadear esse quadro infeccioso
temos a depressdo imunolégica do paciente, o ambiente oral do paciente e a
presenca do microrganismo (SHENOY & GOTTLIEB, 2019).

Dentre as formas de apresentacdo da doenca, a mais conhecida é a
candidiase pseudomembranosa, que tem como caracteristica marcante a presenca
de pseudomembranas na mucosa bucal, essas placas podem ser removidas
facilmente e sdo constituidos pela Candidaalbicans, epitélio descamado e resto de
tecido necrotico. A sintomatologia mais comum é ardéncia na regido afetada e sabor
desagradavel (HELLSTEIN, 2019).

A patologia ainda pode apresentar-se na forma de candidiase eritematosa,
gue se diferencia da pseudomembranosa, pois pode surgir sem as placas brancas e

tem como sintomatologia uma sensacdo de queimacdo e perda de papilas na



superficie lingual. Contudo, ela também pode surgir de formas menos comuns como
a candidiase cronica hiperplasica e a candidiase mucocutanea (NEVILLE, 2009).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do
extrato aquoso da Laguncularia racemosa frente ao fungo Candidaalbicans,causador
da candidiase oral, determinar a concentracdo minima inibitoria (CMI) e identificar os
compostos que favoreceram a atividade antimicrobiana através da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, além de avaliar se a poluicdo no
mangue afetou as propriedades bioativas dos compostos.

O estudo se justifica pela potencial utilizacdo dos compostos extraidos das
plantas do mangue e como esse fato pode beneficiar a populacdo que sobrevive

desse ecossistema.

2. METODOLOGIA

2.1. Obtencao dos extratos

Os extratos foram obtidos no nicleo de pesquisa em produtos naturais e
sintéticos — NPPNS da Faculdade de ciéncias farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
USP.

Asamostras se encontram diluidas em Hexano. Contudo, para o ensaio clinico
sera solvido em DMSO para remover 0s compostos polares que podem alterar o
resultado da pesquisa.

Foi utilizado dois extratos de folhas de Laguncularia racemosa, sendo um
deles colhido na regido portuaria de SUAPE em Cabo de Santo Agostinho - PE,
onde se encontra uma regidao mais poluida, codificado como LFS1. O outro extrato
foi obtido a partir das folhas colhidas no rio Paripe localizado na llha de Itamaraca —

PE, cujo cbdigo € o LFP.

2.2. Obtencao da cultura

A cultura microbioldgica de Candidaalbicans foi cedida pelo laboratorio da
Fungi Nordeste Biotecnologia, onde foram realizados os testes.

2.3. Concentragdo minima inibitoria



A concentracdo minima inibitéria (CMI) € um teste realizado em diferentes
concentracbes sobre as culturas microbianas com a finalidade de determinar a
menor concentragdo eficaz para inibir o crescimento.

Esse teste € conhecido como ensaio do po¢o, no qual se utiliza da placa com
96 pocos inoculados com o microrganismo de escolha em meio de cultivoSabouraud
Dextrose Agar (SDA), em seguida o preenchimento com 20uL com variadas
concentracdes do produto que é feito através de diluicdo (BONAet al, 2014).

A determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) in vitro seguiu o
protocolo M27-A3 (CLSI, 2008).

2.3.1. Preparo do microrganismo

As leveduras serdo mantidas em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e
incubadas a 35°C por 24h.

As suspensodes dos isolados serdo preparadas em solucéo salina (0,85g/L), e
sua densidade seréd ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da
transmitancia utilizando um espectrofotdmetro a 530nm.

O volume do in6culo serd posteriormente diluido em RPMI 1640 para uma
concentracdo de 2-5x103 céls.mL-1.

Para os testes de sensibilidade, serdo utilizadas placas de microtitulacdo
planas de 96 pocos (TPP; Trasadingen, Suica). O indculo sera adicionado aos pocos
com os antifiingicos, e as placas serdo incubadas a 35°C durante dois dias antes de
ler os resultados para determinar da CMI.

2.3.2. Preparo dos compostos
Os compostos a serem testados serdo diluidos emDMSO em uma variacao

de concentragédo entre 0,4 e 200 pg/mL.

2.4. Andlise dos resultados

A anadlise dos resultados foi feita de forma observacional, sem o auxilio de
equipamento leitor de placas. Foi observada a presenca das leveduras e em qual

concentracéo foi capaz de inibir completamente a proliferacdo da Candidaalbicans.

2.5. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
Os extratos hexano das folhas foram analisados em Cromatografo a Gas —
Acoplado a espectrométro de Massa (GC-EM) utilizando um espectografoShimadzu



modelo QP2010 GCMS em um sistema operado por impacto de eletrons (70eV) e a
temperatura do injector foi de 260°C, com razdo de divisdo de 1:5. A coluna DB5 -
MS [30 m x 0,25 milimetros ID, espessura do filme 0,25 pum (5% reticulado fenil-
metilpolisiloxano] foi utilizado (Agilent J & W colunas GC), com hélio como gas
transportador, com um fluxo de coluna de 1,3 mL/min, e volume de injeccéao de 1 ml,
a temperatura do injector a 260 ° C e a pressado de 97,4 kPa. Uma mistura de
hidrocarbonetos lineares (C9-C20, C21-C40), foi injetada sob as mesmas condi¢des,
a fim de identificar os constituintes quimicos. Os espectros obtidos foram
comparados com o banco de dados do equipamento (FFNSC1.3.lib, WILEY7.LIB,
NISTO08s.LIB, MY LIBRARY.lib).

3. RESULTADOS

3.1. Resultado dos testes de concentracdo minima inibitéria

Tabela 1- Tabela descritiva dos resultados.

Compostos  Solvente Cepas Variacado de CIM Tempo de
testados utilizado concentracdo obtido incubacéo
na placa em em para leitura
pg/mL pg/mL do teste
LFS1 DMSO Candidaal 200-0,4 50 24 horas
bicans(AT
CcC
14053)
LFP DMSO C. 200-0,4 50 24 horas
albicans(A
TCC
14053)

Fonte: Proprio autor.

Os testes foram feitos em triplicatas para assegurar a veracidade do
experimento. Em todos os testes pode-se visualizar a auséncia das leveduras
guando expostos a uma concentracdo de 50 pg/mL, que é indicativo de uma boa

atividade antifungica frente aCandidaalbicans.



E possivel verificar que ambos os extratos obtiveram os mesmos resultados,

inibiram o crescimento microbiano em uma concentracao de 50 pg/mL.

Figura 3 — Resultado visual na placa de 96 pocos.

Fonte: Préprio autor.

3.2. Resultado do teste CG-EM da amostra

Tabela 1 — Picos da CG-EM.

Tempo de Area
Pico retencéo qlo Compostos Mlass? Folrmu:a
(min.) pico molecular molecular
(%)
1 6.143 1.00 Limoneno 136 C10H16
2 26.633 1.00 Neofitadieno 278 C20H38
3 41.378 2.80 Tetracosano 338 C24H50
2,6,10,14,18,22-
4 43.032 40.71 tetracosahexaene,2,6,10,15,19,23- 410 C30H50
hexamethyl
5 44.149 22.33 Octacosano 394 C28H58
1,6,10,14,18,22-tetracosahexaen-3-
6 44.436 0.79 OL,2,6,10,15,19,23-hexamethyl 426 C30H500
7 47.199 11.95 Vitamina E 430 C29H5002
8 48.505 1.79 Octadecanalstearaldehyde 268 C18H360

9 49.697 3.76 Beta-sitosterol 414 C29H500



10 50.241 1.79 Beta-amirina 424 C30H480

11 50.845 12.03 lupeol 426 C30H500
Fonte: Préprio autor.

A cromatografia do extrato hexano da Laguncularia racemosada amostra LFP
evidenciou 11 picos (tabela 1) correspondentes a 11 compostos quimicos. Os
compostos que apresentaram maior area (%) foram: 2,6,10,14,18,22-
tetracosahexaene,2,6,10,15,19,23-hexamethyl  (40,71%), octacosano (22,33%),
lupeol (12,03%), vitamina E (11,95%), Beta-sitosterol (3,76%), tetracosano (2,8%),
Beta-amirina (1,79%), octadecanalesteraldeido (1,79%), limoneno (1%), neofitadieno
(1%) e 1,6,10,14,18,22-tetracosahexaen-3-0L,2,6,10,15,19,23-hexamethyl (0,79%).

Os resultados da amostra LFS1 ainda vao ser processados.

4. DISCUSSAO

Os produtos de origem vegetal tem grande importancia dentro da industria
alimenticia e farmacéutica por causa sua diversidade de compostos. As plantas do
mangue, por sua vez, possuem uma rica diversidade de compostos que podem ser
utilizados para diversas finalidades, inclusive para inibir o crescimento microbiano.

Com base nos resultados, € possivel observar que, apesar da poluicdo
presente na regido portuaria de SUAPE, as folhas da Laguncularia
racemosamantiveram as mesmas propriedades e os mesmos compostos bioativos,
obtendo o mesmo CMI que a amostra colhida em uma regido menos poluida.

Acredita-se que a atividade antimicrobiana esteja relacionada com a acéo de
metabdlitos secundarios como os alcaloides, esteroides, taninos, flavonoides e
outros compostos (ZHU et al., 2009).

No estudo conduzido por Silva (2019), foi realizada a cromatografia liquida no
extrato da Laguncularia racemosa, na qual foi evidenciado a presenga de composto
da classe das flavanas, flavonéis e acidos fendlicos, o que corrobora com os estudos
de Shi e colaboradores (2010), que identificou 27 desses compostos fendlicos.

Nos estudos de Shi (2019), o composto natural que apresentou melhor
potencial antioxidante foi o composto pinobanksin-3-cafeiolato, sua acdo assemelha-
se a vitamina E Trolox. Acredita-se que sua acao € oriunda do grupo cafeiolato
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através do sequestro de radicais livres.Além do mecanismo de sequestro de radicais
livres proporcionadopelos antioxidantes, foi testada a inibicdo de proteinas quinases
humanas, cuja acdo causa fosforilacdo de proteinas e estda ligada ao
desenvolvimento de cancer, onde os 5 compostos fendlicos estudados foram
capazes de inibir a maioria das proteinas quinases estudadas. Dessa forma, €&
possivel correlacionar a atividade antitumoral ao sequestro de radicais livres e
inibicéo de proteinas quinases.

De acordo com os nossos resultados de CG-EM foi encontrada a alfa-
tocoferol, mais conhecida como vitamina E. Essa substancia se apresenta como um
potente antioxidante e inibidor da proteina quinase, além de inibir a agregacao
plaguetaria e aumentar a vasodilatacado, sendo um importante produto biolégico para
prevenir complicacdes cardiovasculares (GUIMARAES & VIANA, 2010).

Outro composto, que tem propriedades antioxidantes, encontrado através da
CG-EM foi o Beta-sitosterol, que € pertencente a classe dos fitoesterdis. Esse
composto inibe o crescimento de varias células tumorais, sendo evidenciado
experimentalmente, causando fosforilacdo de proteinas quinases e ligacdo a radicais
livres (BASKAR et al., 2012).

Os estudos de Pinho (2014) destacam, através de experimentos, a acao anti-
inflamatoria do composto, que age no mecanismo de formacéo de edema inibindo a
acdo da fosfolipase A2 na cascata da inflamacédo e associou esse efeito anti-
inflamatdrio a presenca dos flavonoides.

Segundo nossa analise de cromatografia gasosa, foi detectada a presenca do
lupeol, essa substancia tem sido estudada atualmente pelo seu potencial de inibir o
desenvolvimento de canceres, além de evitar a disseminacdo de células
metastaticas. Outro mecanismo de acédo bastante estudado na literatura é a acao
antinflamatoéria através de inibicdo de prostaglandinas e modulagdo do sistema
imunoldgico, sendo eficaz em tratamento de inflamacdes cronicas como artrite
reumatoide e asma bronquica (SALEEM, 2009).

A substancia Beta-amirina, encontrada em nosso estudo, possui diversas
atividades bioldgicas, sendo uma substancia de grande importancia farmacolégica,
através de estudos experimentais, foi possivel constatar sua atividade
gastroprotetora, hepatoprotetora, antinocicepsiva e antinflamatéria. Sua atividade
antinflamatoria se origina pela supressao de citocinas e inibicdo da COX-2 (MELO,

2009). Segundo Simplicio (2017), as beta-amirinas, ainda que de moderadas a
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fracas, possuem acodes antibacterianas, antifingicas e antiparasitarias, que podem
ser potencializadas farmacologicamente. A literatura relata a acdo antimicrobiana
dessa substancia sob culturas de Streptococcosmutans (bactéria causadora da
carie) e Candidaalbicans (fungo causador da candidiase oral).

Simplicio (2017) estudou o mecanismo antimicrobiano das beta-amirinas,
ainda que ndo conclusivo, algumas hipéteses merecem ser destacadas como
alteracbes na membrana celular, induzindo alteragbes na permeabilidade do
microrganismo e interferéncia na estrutura da parede celular bacteriana. Contudo,
um possivel mecanismo antifingico relatado consiste na inibicdo da enzima CYP51
presente na membrana celular,causandointerferéncias no crescimento da célula e
um colapso.

Os compostos fendlicos, além de potente atividade oxidante, s&o
responsaveis pela acdo antimicrobiana(ARBOS, STEVANI & CASTANHA, 2013;
CABRAL, 2009). Dessa forma, podem estar envolvidos na inibicdo do crescimento
da C. albicans. Contudo, os nossos resultados apontam para acao dos terpenos,
triterpenos e diterpenos.

Dos compostos encontrados através da CG-EM, o limoneno, pertencente ao
grupo dos terpenos, foi um dos compostos responsaveis pela acdo antifiungica nesse
estudo. Viriato (2014) testou 15 tipos de terpenos em 11 espécies de Candida, no
qual o limoneno foi capaz de inibir o crescimento microbiano da Candidaalbicans.

O composto neofitadieno faz parte do grupo dos diterpenos e alcenos, de
acordo com a base de dados Pubchem da biblioteca nacional de medicina, esse
composto possui atividade antimicrobiana e antinflamatéria. Ele demonstrou acéo
antifangica contra o Aspergillusniger e fungos do género dos Cladosporium (PERES,
2012).

No estudo de Silva (2019) foi avaliado o CMI do extrato para algumas cepas
bacterianas no qual o resultado obtido foi de baixa atividade, visto que a
concentragdo minima inibitoria foi de pelo menos 1600 pg/mL, enquanto no presente
estudo a concentragcdo minima para inibir o crescimento fungico daCandidaalbicans
foi de 50 pug/mL. Segundo Sartoratto e colaboradores (2004), valores entre 50 a
500pg/mLpodem ser considerado uma forte agdo antimicrobiana, enquanto valores
de 600 a 1500ug/mL resposta moderada e acima de 1500 pg/mL, fraca. Dessa
forma, a atividade antifungica do extrato de Laguncularia racemosa pode ser

considerada forte.
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Silva (2004) avaliou a atividade antifungica do extrato, que analisou se
ocorreria atividade antimicrobiana, para tal, foi testado o extrato de folhas, que
resultou em um potencial para inibir levedura e inibicdo de fungos dermatofitos.
Testou-se também o extrato de cascas da Laguncularia racemosa e sua acao
antifingica, contudo, o resultado foi negativo para a atividade antimicrobiana. Esse
estudo veio a corroborar com nosso ao detectar a atividade antimicrobiana no
extrato de folhas e assemelha-se pelo in6cuo testado ser de Candida.

Além das agBes mencionadas, o extrato de L. racemosa possui atividade
hemostética através da acao dos flavonoides do grupo quercetina (RODRIGUES,
2015).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados apresentados € possivel concluir que os extratos de
folnhas da Laguncularia racemosa possuem eficacia no combate a levedura
causadora da candidiase oral.

Esse estudo se mostra relevante pelo seu potencial em inibir o crescimento
fungico, contudo, € necessaria a realizacdo de estudos adicionais para avaliar sua
acao diante de outras cepas e dessa forma compreender sua acéo antimicrobiana.

De acordo com a literatura, nosso extrato se mostra com um potencial
farmacolégico alto, podendo ser utilizado para o desenvolvimento de produtos
naturais, inclusive para a &rea odontologica, como antifingicos, dentifricios,
colutérios, entre outros.

Além da atividade antifangica demonstrada através do nosso experimento, a
literatura relata diversos potenciais biologicos do extrato como antinflamatério,
analgésico, antitumoral, antioxidante, abrindo a possibilidade para estudos futuros

gue venham a explorar o extrato da Laguncularia racemosa e todo seu potencial.
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