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RESUMO: Candidiase Vaginal ¢ a infec¢do fingica oportunista mais comum e importante nas mulheres. O aumento na utilizagdo de
drogas antifungicas, nos tltimos anos, tem causado resisténcia aos medicamentos disponiveis para o tratamento. O objetivo deste estudo
foi investigar a atividade antifungica de Mangifera indica em estirpes associadas a candidiase vaginal. Os testes in vitro foram realizados
com o extrato bruto e fragdes organicas contra as estirpes de Candida albicans (URM 4385), Candida glabrata (URM 4264) e Candida
tropicalis (URM 4262), gentilmente cedidas pela Micoteca da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), por meio do ensaio de difusao
em agar por meio de poco e determinacdo da concentragao inibitoria minima (CIM). O extrato etanolico foi o mais ativo, com didmetro de
inibi¢do variando entre 25,5 e 18,5 mm, valores semelhantes a droga padrao, ndo apresentando diferenca estatistica. A CIM variou de 0,04
e 0,16 mg/ml em microrganismo testado. As fra¢des acetato de etila e metanodlica apresentaram atividade antifingica relevante contra C.
glabrata e C. albicans, respectivamente. Estudo quimico para a extragdo e o isolamento dos compostos ativos ¢ recomendado para ensaios
in vitro destes compostos para investigar a sua atividade antifingica.
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RESEARCH OF Mangifera indica L. ANTIFUNGAL ACTIVITY IN DIFFERENT Candida SSP. SPECIES ASSOCIATED
WITH VULVOVAGINAL CANDIDIASIS

ABSTRACT: Vaginal Candidiasis is the most common and important opportunistic fungal infection in women. The increased use of
antifungal drugs in recent years has caused resistance to the drugs available for treatment. The aim of this study was to investigate the
antifungal activity of Mangifera indica on strains associated to vaginal candidiasis. In-vitro tests were conducted with crude extract and
organics fractions against strains of Candida albicans (URM 4385), Candida glabrata (URM 4264) and Candida tropicalis (URM 4262),
a courtesy of the Federal University of Pernambuco (UFPE), through diffusion in agar-bem assay and minimal inhibitory concentrations
(MIC). The ethanolic extract was the most active, with inhibition diameter ranging between 25.5 to 18.5 mm, values that are similar to
the standard drug, not presenting statistic different. The MIC varied from 0.04 to 0.16 mg/ml for the tested microorganism. The ethyl and
methanolic acetate organic fractions presented relevant antifungal activity against C. glabrata and C. albicans, respectively. The chemical
study for the extraction and isolation of active compounds is recommended for in-vitro assays of these compounds to investigate the anti-
microbial activity.
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Introducao

O género Candida ¢ constituido por aproximada-
mente 200 espécies de leveduras, ocorrentes em diferentes
nichos corporais (regido vulvovaginal, orofaringe, cavida-
de bucal, secreg¢oes bronquicas), as espécies pertencentes a
esse género sdo classificadas como patégenos oportunistas e
frequentemente estdo associadas a infecgdes endogenas (AL-
VARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

A candidiase vulvovaginal (CVV) ¢é uma infecgio
da vulva e da vagina ocasionada pelas espécies de Candida
sp. que compdem a flora vaginal e digestiva e que crescem
em meio favoravel ao seu desenvolvimento (BOATTO et al.,
2015). Embora ndo seja uma infec¢do que proporcione gran-
de impacto na satde publica, a CVV ¢ classificada como a
mais comum vaginite aguda nos paises tropicais, ¢ a sua inci-
déncia varia de 25% na populagao feminina em geral a 42%
em mulheres adolescentes, havendo uma populacdo de risco
de infec¢do em torno de 75%.

Segundo Galle e Gianinni (2004) as espécies de
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Candida prevalentes em CVV sao Candida albicans, Candi-
da glabrata e Candida tropicalis, com registros de ocorréncia
de 74%, 14% e 7%, respectivamente, em culturas de fluido
vaginal. Enquanto, em culturas teciduais, foram registradas
ocorréncias de 86% para C. albicans, 11% para C. glabrata e
5% para C. tropicalis.

O tratamento da CVV inclui agentes antimicoticos
de uso topico ou sistémico da classe dos azdis, baseado nos
nucleos imidazol ou trizol. Esse agente com acao fungistati-
ca apresenta um amplo espectro de atividade (BEZERRA et
al., 2015). Entretanto, a susceptibilidade das varias espécies
de Candida para os antifungicos mais usados e a resisténcia
intrinseca frente a terapéutica antifingica, tem ocasionado o
desenvolvimento de resisténcia pelas espécies de Candida e
esta se tornando um grande problema no tratamento da infec-
¢do (MOHAMADI et al., 2015; SANGUINETTI; POSTE-
RARO; LASS-FLORL, 2015).

Pfaller; Diekema (2007) registraram resisténcia cru-
zada entre azoles durante ensaios in vitro entre as espécies de
Candida associdas a CVV. Enquanto, a pesquisa de Lopez-
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-Ribot; Mcatee; Lee (1998) detectou susceptibilidade redu-
zida a azoles em isolados de Candida oriundos de pacientes
com infecgdo grave.

Neste contexto, torna-se relevante a busca por meios
terapéuticos alternativos para o tratamento da CVV tendo em
vista a elevada frequéncia e importancia clinica atribuida a
patologia. Partindo dessa necessidade foi investigada a ati-
vidade antifingica de Mangifera indica frente as espécies de
Candida spp. associadas a CVV.

Mangifera indica L. é uma espécie vegetal da fami-
lia Anacardiaceae cujo arsenal terap€utico registra atividade
antimicrobiana (GARRIDO et al., 2001), efeitos analgésicos,
anti-inflamatoérios e antioxidante (ENGELS; SCHIEBER;
GANZLE, 2011) e atividade antidiarreica (KASSI et al.,
2014).

Embora tenha sido encontrado registro de atividade
antiflingica de extratos de M. indica (KANWAL et al., 2010),
as informacdes sdo escassas, em especial para as espécies
prevalentes em CVV. Sendo assim, o objetivo deste traba-
lho foi investigar a atividade antifungica in vitro do extrato
bruto de folhas e fracdes organicas de Mangifera indica L.
sob o desenvolvimento de espécies associadas a candidiase
vulvovaginal.

Materiais e Métodos

A espécie vegetal foi obtida junto ao viveiro do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Ala-
goas (CECA-UFAL). Partes vegetais (folha, flor e talo) fo-
ram acondicionadas em sacos plasticos individuais e levadas
ao Herbario do CECA-UFAL, para confirmagdo da espécie
junto a profissionais de botanica. Uma exsicata foi confec-
cionada ¢ guardada sob o n° IMAL-9848.

O extrato etanélico (EEtOH) ¢ as fragdes organicas
Hexanica (FrHex), Metanoélica (FrMeOH) e Acetato de Eti-
la (AcEOt), oriundos das folhas de M. indica, foram gentil-
mente cedidos pelo Laboratoério de Fitoquimica do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas. Para
os ensaios de atividade antifiingica o extrato bruto ¢ as fra-
¢oOes organicas foram previamente solubilizados em dimetil-
sulfoxido (DMSO), uma vez que este ndo interfere no desen-
volvimento de microrganismos patogénicos (OSTROSKY et
al., 2008).

Os microrganismos Candida albicans (URM 4385),
Candida glabrata (URM 4264) e Candida tropicalis (URM
4262), usados nesta pesquisa, foram gentilmente cedidos
pela Micoteca do Departamento de Micologia da Universi-
dade Federal de Pernambuco (UFPE).

Todos os microrganismos foram mantidos em meio
agar Sabouraud a uma temperatura de 4 °C, até a sua utiliza-
¢do nos ensaios antifingicos. Quando selecionados para os
ensaios, os microrganismos foram inoculados, com auxilio
de swab, em placas de Petri contendo meio agar Sabouraud
dextrose e incubados a 37 °C por 24 h para crescimento dos
mesmos. Em seguida as suspensdes foram preparadas em so-
lugdo salina estéril (NaCl a 0,85%) e padronizadas por com-
paragdo com o tubo 1.0 da escala de MacFarland, conforme
metodologia descrita por Essama et al. (2015).

Inicialmente, a atividade antifungica foi determina-
da por meio do ensaio de difusdo em agar por meio de pogo
conforme a metodologia descrita por Nennaah (2013). Em
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placas de Petri contendo o meio agar Sabouraud dextrose as
espécies de Candida foram inoculadas, separadamente, com
o0 auxilio de um Swab; em seguida quatro cavidades (6 mm
de diametro) foram feitas usando pipetas de Pasteur estéreis.
Os pogos foram saturados, separadamente, com extrato bru-
to e fragdes organicas em concentragdes variando de 400 a
100 pg/mL. As placas foram incubadas a 28 °C por 48h. Os
diametros das zonas de inibigdo foram medidos com o auxi-
lio de uma escala milimétrica. Os testes foram realizados em
duplicatas.

A determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM) foi realizada pelo método de microdiluicdo em placa
de 96 pogos de acordo com as normas do protocolo NCCLS
(M27-A2). A concentragao inicial do extrato bruto foi de 400
pg/mL e nos pogos seguintes foi adicionado meio de cultura
(Agar Sabouroud Dextrose) de forma que a concentragio di-
minuisse de 50 em 50 pg/mL, até a concentragdo de 100ug/
mL (ESSAMA et al., 2015). Como controles foram usados
uma solugdo contendo 20 pL de suspensdo e 80 uL. de meio
de cultivo liquido (C1) e uma solugdo contendo 20 pL de
suspensdo, 70 uL. de meio de cultivo liquido ¢ 10 pL do an-
tifingico intraconazol na concentragdo de 50 pg/uL (C2),
conforme descrito por Anthikat et al. (2014). Em seguida, as
placas foram incubadas em estufas a 37 °C por 24 h. Apods
esse periodo foi realizada a leitura utilizando um leitor de
ELISA a 595 nm. Os testes foram realizados em triplicatas.

Os dados obtidos no ensaio de difusdo em agar por
meio de poco (didmetro de inibi¢do) foram expressos como
media £ desvio padrao (X+DP) e as médias foram analisa-
das estatisticamente usando analise de variancia (ANOVA),
comparadas pelo teste de Tukey usando o software Bioestat
5.0. As Diferencas foram consideradas significadas quando
p>0,05.

Resultados

Os resultados mais promissores para atividade an-
tifingica do extrato EEtOH e das fragdes organicas de M.
indica frente a todas as espécies de Candida spp. testadas
foram registrados na concentragdo de 150pug/mL (Tabela 1).
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Tabela 1: Atividade antifiingica do extrato etandlico e das
fragdes organicas de Mangifera indica (150pg/mL) frente a
diferentes espécies de Candida ssp. associadas a candidia-
se vulvovaginal. EEtOH (Extrato Etandlico), FrHex (Fragao
Hexanica), FrMeOH (Fragao Metanolica), FrAcEOt (Fragao
Acetato), C1 (Suspensao antifiigica + meio de cultura), C2
(antifingico intraconazol).

Cepa bacteriana

Tratamentos Médias da Zona de Inibi¢io (mm=DP)

EEtOH 24,0=1,0°

FrHex 18,0+1,0

FrMeOH 16,5+0,5°
C.albicans (URM 4385),

FrAcEOt 22,540,5*

cl NA
C2 25,0+0,5*
EEtOH 18,5+0,5*
FrHex 12,5+1,0°
FrMeOH 19,5+0,5°
C. glabrata (URM 4264)
FrAcEOt 14,0+0,5
c1 NA
2 19,0405
EEtOH 24,551,0°
FrHex 12,0+0,7¢
FrMeOH 18,5+1,0°
C.tropicalis (URM 4262),
FrAcEOt 14,040,5¢
cl NA

C2 25,0+0,5*

NA (Nao ativo)
Na mesma coluna, médias seguidas por letras iguais ndo apresentam
diferenca estatistica significativa (p< 0,05).

A concentracdo inibitéria minima variou entre 0,04
e 0,32 mg/mL, sendo os menores valores registrados para
EEtOH (Tabela 2).

Tabela 2: Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)do extrato
etanolico ¢ das fragdes organicas de Mangifera indica(150ug/
mL)frente a diferentes espécies de Candida ssp. associadas a
candidiase vulvovaginal. EEtOH (Extrato Etanolico), FrHex
(Fragao Hexanica), FrMeOH (Fracdo Metandlica), FrAcEOt
(Fragdo Acetato), C1 (Suspensdo antifagica + meio de cultu-
ra), C2 (antifungico intraconazol).

Cepa bacteriana Tratamentos MIC (mg/mL)
EEtOH 0,08
FrHex 0,32
FrMeOH 0,04
C.albicans (URM 4385) FrAcEOt 0,16
C1 NA
c2 0,125
EEtOH 0,16
FrHex 0,32
C.glabrata (URM 4264) FrMeOH 0,32
FrAcEOt 0,64
C1 NA
c2 0,5
EEtOH 0,04
FrHex 0,16
C.tropicalis (URM 4262) FrMeOH 0,16
FrAcEOt 0,32
C1 NA

2 0,5

NA = Naio ativo
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Discussao

Sabe-se que um dos principais fatores que dificul-
tam o tratamento de infecgdes fungicas é a resisténcia de-
senvolvida pelos microrganismos frente aos agentes antifin-
gicos sintéticos disponiveis (MARTINS et al., 2015). Em
virtude do potencial terapéutico de produtos naturais, des-
vendado dia-a-dia, em especial a atividade antimicrobiana,
a potencialidade efetiva de descobertas de novos compostos
eficazes na prevengdo e tratamento de doengas infecciosas
tem aumento substancialmente.

Nesta pesquisa o extrato etandlico das folhas de
M. indica se apresentou com elevado potencial antifungico
frente as espécies C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis no
que concerne a inibi¢do do crescimento, com valores de con-
centragdes inibitorias minimas de 0,08, 0,16 ¢ 0,04 mg/mL,
respectivamente. Por sua vez as fragcdes organicas, apresen-
taram atividade antimicrobiana intermediaria, o que estimula
a investigagdo acerca da atividade antifingica de compostos
isolados oriundos do extrato EEtOH e das fragdes organicas
FrHex, FrMeOHeACcEOt, frente a esses microrganismos.

O arsenal antimicrobiano de M. indica inclui ativi-
dade inibitdria sob o crescimento das espécies Bacillus sub-
tilis, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Campylobacter
Jjejuni, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus dos
compostos isolados enta-, hexa-, hepta-, octa-, nona-, and
deca-O-galloylglucose (ENGELS; SCHIEBER; GANZLE,
2011). Singh et al. (2009) registraram atividade antimicro-
biana do composto mangerin, isolado de caule, ¢ seus ana-
logos sintéticos frente as espécies Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Aspergillus niger. Esses mesmos auto-
res apontam que o analogo sintético de mangerin, 5-(N-o-
napthylaminomethyleno), inibiu o crescimento da espécie
C. albicans, entre tanto nao foi testado a CIM. Segundo Os-
trosky et al. (2008) determinar a concentragdo inibitoria mi-
nima ¢ um aspecto relevante na pesquisa com substancias e
compostos naturais, uma vez que a CIM determinar a menor
quantidade de substancia necessaria para inibir o crescimen-
to do microrganismo e dessa forma avaliar aspectos toxico-
logicos, microbioldgicos e legais pertinentes aos compostos
naturais, suas combinag¢des e seus derivados.

No tocante a atividade antifungica de M. indica,
poucos trabalhos foram encontrados, o mais relevante é o de
Parekh; Chanda (2008), que registrou halo de inibi¢do para
extrato metanolico das folhas frente as espécies C. albicans
(10 mm) e C. glabrata (9 mm), em uma concentragdo de 150
pg/mL. Os mesmos autores ndo registraram atividade dos
extratos de M. indica para a espécie C. tropicalis. Ao compa-
rar os resultados dos referidos autores com os obtidos nesta
pesquisa, alguns aspectos relevantes precisam ser notifica-
dos: (a) as cepas utilizadas para investigacdo sao diferentes,
os autores supracitados usaram cepas da National Chemical
Laboratory (NCIM), o que pode inferir nos resultados obti-
dos; (b) os autores registram atividade intermediaria em uma
concentragdo de 125 pg/mL, enquanto nessa pesquisa os me-
lhores resultados registrados foram na concentra¢do de 150
pg/mL, a comparagao dos dados aponta a possibilidade de
reduzir a concentra¢do dos extratos e fracdes ora testadas;
(c) embora os autores ndo tenham registrado atividade de M.
indica frente a C. tropicalis, nesta pesquisa o EEtOH apre-
sentou atividade antifiingica similar ao antifungico padrédo,
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ndo diferindo estatisticamente deste, com a halo de inibi¢ao
igual a 24,5 mm e CIM de 0,04.

Diante dos resultados de atividade antifungica
apresentados pelo extrato etanolico e fragdes organicas de
M. indica fica evidente a necessidade de um estudo quimico
acerca de extrac@o e isolamento de compostos que viabilizem
estudos in vitro da atividade antimicrobiana desses frente ao
crescimento de espécies fungicas associadas a CVV.

Conclusao

Os resultados sugerem que Mangifera indica pode
ser um promissor antifingico de origem natural para o tra-
tamento de infec¢des fingicas ocorrentes em tecidos vulvo-
vaginal.

Em virtudes de resultados promissores do extrato
etanolico e das fragdes organicas hexanica, metanolica ¢ ace-
tato de etila, sugere-se estudo quimico detalhado para obten-
¢do de compostos isolados para testes antifiingicos frente a
espécies ocorrentes em candidiase vulvovaginal.
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