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RESUMO

As leveduras do género Rhodotorula estdo associadas a uma variedade de processos
patolégicos no homem, nos casos mais severos a taxa de mortalidade chega a 50%. A
anfotericina B e o fluconazol sdo os farmacos de escolha utilizados no tratamento de
infec¢des por Rhodotorula spp. no entanto, algumas cepas dessas leveduras ja apresentam
graus de resisténcia ao fluconazol. Por apresentarem diferentes propriedades terapéuticas e
relatos de uso, as plantas do género Sida (Malvaceae) vém sendo amplamente estudadas. A
espécie Sida santaremnensis ocorre em quase todo o Brasil, apesar de sua ampla distribuicdo,
nao ha relato de utilizacdo dessa espécie na medicina popular. Contudo, verificando a
variedade de compostos naturais, propriedades farmacoldgicas e relatos de uso descritos para
espécies da familia Malvaceae, notadamente no género Sida, e, visando contribuir para o
desenvolvimento de novos antifiingicos, buscou-se avaliar através da determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragdo Fungicida Minima (CFM) a
atividade antimicrobiana do extrato etandlico bruto (EEB) e das fracdes hexanica (HEX),
diclorometanica (CH2Cly), acetato de etila (AcOEt) e hidroalcodlica (ETOH:H>O) de S.
santaremnensis sobre doze cepas de Rhodotorula spp. A determinacdo da CIM de S.
santaremnensis foi realizada pela técnica de microdiluicdo, utilizando placas com 96
cavidades. Ap6s realizacdo da microdiluicdo determinou-se a CFM. Os ensaios foram
realizados em duplicata e o resultado expresso pela média geométrica das concentragdes
inibitérias obtidas nos dois ensaios. Verificou-se que o EEB e as fragcdoes CH,Cl, e AcOEt
inibiram trés das doze cepas testadas. A CIM, onde ndo se visualizou crescimento flingico,
esteve entre 2048 ug/mL e 512 pg/mL. O extrato e fracdes que apresentaram agao
antifingica, também demonstraram comportamento fungicida. A grande maioria das cepas de
Rhodotorula spp. nao foi sensivel ao extrato etandlico bruto e fragdes de S. santaremnensis,
demonstrando que o desenvolvimento de antifiingicos a base dessa planta, no futuro, nio seria
promissor para tratamento de infec¢des por Rhodotorulla spp.

Palavras chaves: Rhodotorula spp., Sida santaremnensis, antifingicos, microdiluicdo.



ABSTRACT

Rhodotorula is associated with a variety of pathological processes in humans, in severe cases
the mortality rate reaches 50%. The amphotericin B and fluconazole are the drugs of used in
the treatment of infections Rhodotorula spp. however, some strains of the yeast already have
degrees of resistance to fluconazole. The species Sida santaremnensis occurs in almost all
Brazil, despite its wide distribution, there is no report of this kind of use in folk medicine.
However, checking the variety of natural compounds, pharmacological properties and use
reports to described species of the family Malvaceae, notably in the gender Sida, and to
contribute to the development of new antifungal agents, we sought to assess by determining
the antimicrobial activity by Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Fungicidal Concentration (CFM) of crude ethanol extract (BSE) and fractions of hexane
(HEX), dichloromethane (CH2Cl), ethyl acetate (EtOAc) and water-alcohol (ETOH:H>O) of
S. santaremnensis about twelve strains Rhodotorula spp. The MIC determination of S.
santaremnensis was performed by the microdilution technique, using 96 well plates. After
performing microdilution determined to CFM. Assays were performed in duplicate and the
results expressed as the geometric mean of the inhibitory concentrations obtained in two
trials. It was found that the BSE and CH2Cl, and EtOAc fractions inhibited three of the twelve
strains tested. The MIC, where not visualized fungal growth was between 2048 pg/mL and
512 pg/mL. The extract and fractions that showed antifungal activity, also were behaved
fungicide. The majority of strains of Rhodotorula spp. was not sensitive to the crude extract
and fractions of S. santaremnensis, demonstrating that the development of antifungal the basis
of this plant in the future, it would not indicated for treatment of infections Rhodotorulla spp.

Keywords: Rhodotorula spp., Sida santaremnensis, antifungal, microdilution.
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1 INTRODUCAO

O surgimento de patégenos fingicos menos comuns vem sendo cada vez mais
relatados nas ultimas décadas. As leveduras do género Rhodotorula sdao capazes de habitar o
organismo humano, elas estdo associadas a uma variedade de processos patolégicos no
homem, frequentemente sdo encontradas como contaminante da pele, unhas, pulmao, urina,
fezes, sistema nervoso central e sangue (MENDES et al.,, 2008; RICHARDSON; LASS-
FLOR, 2008).

Classificada como uma infec¢do fliingica oportunista apresenta como fatores de risco
para o seu desenvolvimento, a utilizacdo de cateter venoso central (CVC), longos periodos de
internagdes e doencas consideradas predisponentes, como as linfoproliferativas, a
insuficiéncia renal cronica, o diabetes mellitus, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA) e outros. As leveduras do género Rhodotorula apresentam baixa viruléncia, mas, € na
clinica que a fungemia causada por este agente normalmente possui comportamento
agressivo, dentre os sinais clinico comumente apresentados por esse tipo de infeccdo
destacam-se febre, calafrios, taquicardia e letargia (RUIZ; ZORRILLA, 2001).

Nos casos mais severos a taxa de mortalidade chega a 50%, na farmacoterapia utiliza-
se os farmacos anfotericina B e o fluconazol, no entanto algumas cepas do género
Rhodotorula ja4 demonstraram certa resisténcia ao fluconazol (RUIZ; ZORRILLA, 2001;
RANG; DALE, 2007; RICHARDSON; LASS-FLOR; 2008).

Espécies do género Sida encontram-se bastante representadas nas Américas, no Brasil
sdo abundantes nas regides Nordeste e Sul. Apresentam como caracteristica comum a
presenca de fitoecdisterdides, composto responsdvel pela maioria de suas atividades
bioldgicas, tais como tonificante, anabolizante, diurético e regulador de indices glicémicos
(LEAL, 2008).

Estudos revelam que a espécie Sida santaremnensis, popularmente conhecida como
“vassourinha” ou “guanxuma” apresenta efeitos antiulcerogénicos (OLIVEIRA et al., 2008),
antinociceptivos (MENDES et al.,, 2008), vasorelaxantes (ARCANJO et al, 2011;
OLIVEIRA et al, 2011) e atividade antiendematogénica (SILVA, 2008; MOURA, 2010).
Evidenciando desta forma, a possibilidade de realizar-se pesquisas que venham a desvendar
novos compostos bioativos dessa espécie, principalmente no tocante do potencial

antimicrobiano.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos

Os fungos s@o seres ubiquos, estando presente em ambientes como dgua, terra, ar ou
em parasitismo (LACAZ et al.,, 2002; ALMEIDA, 2008; SIDRIM; ROCHA, 2010). Sao
organismos eucarioticos, classificam-se como seres heterotréficos, uma vez que aproveitam a
energia contida nas ligacdes quimicas de vdrios nutrientes. Algumas estruturas flingicas
podem ser visualizadas macroscopicamente, entretanto para a grande maioria delas a
utilizacdo do microscépio se faz necessédria (SIDRIM; ROCHA, 2010).

Estruturas relacionadas a reprodugdo, principalmente sexuada revestem-se de
importancia capital, visto que nesses achados repousam os fundamentos da classificacao
taxondmica dos fungos, contudo quando a forma de reproducdo sexuada ndo é detectada, a
classificacdo € baseada nos 6rgdos de reproducao assexuada (SIDRIM; ROCHA, 2010).

Primariamente, os fungos sdo observados pela sua forma vegetativa. Sendo esta
unicelular, como sdo conhecidas as leveduras, ou multicelular, no caso dos filamentosos (mais
abundantes na natureza). Ainda existem os dimorficos, apresentam-se leveduriformes a
temperatura de 37°C - 39°C ou filamentosos a temperatura ambiente. Por serem dispersos no
ambiente os fungos podem desencadear intimeras doengas no organismo humano (LACAZ et
al., 2002).

Os fungos s@o capazes de colonizar o homem e animais, mas quando ocorre um
desequilibrio entre o bindmio parasito-hospedeiro, podem desencadear diversos quadros
infecciosos com formas clinicas localizadas ou disseminadas (ANVISA, 2004). A gravidade
da infeccdo fungica varia desde formas cutineas leves até quadros mais graves como

septicemia, que geralmente culminam com a morte (LIMA et al., 2005).

2.2 Rhodotorula spp.

As micoses podem ser divididas em micoses superficiais, como a Pitiriase vesicolor,
Piedra branca e Piedra negra; cutaneas abrangendo as Dermatofitoses dentre elas a Tinea
corporis; subcutaneas como a Cromoblastomicose, Esporotricose e os Micetomas; profundas,
responsaveis pela Paracoccidioidomicose e Histoplasmose, e por fim, as oportunistas

Candidiase, Criptococose e Aspergilose (SIDRIM; ROCHA, 2010).
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Adequam-se ainda dentro da classe dos fungos oportunistas, as leveduras do género
Rhodotorula. Estas s@o simbiontes de pele imida, escarro, urina e fezes. Sdo amplamente
distribuidas na natureza, sendo isoladas do solo, do ar, da dgua, dos laticinios, dentre outros.
Os casos de fungemias oriundas dessas leveduras originam-se principalmente devido a sua
colonizagdo em cateteres, solugdes intravenosas, aparelhos e material cirirgico contaminado
(LACAZ et al., 2002).

Anteriormente eram consideradas como ndo-patogénicas, no entanto durante as
ultimas duas décadas, elas emergiram como agente etiolégico oportunista, principalmente em
pacientes imunocom prometidos (TUON; COSTA, 2008; MICELI; DIAZ; LEE, 201 1).

As leveduras do género Rhodotorula, pertencem a familia Sporidiobolaceae, da ordem
Sporidiales. Este género possui trinta e quatro espécies sendo trés delas relacionadas a
infeccdes no homem, a saber: R. mucilaginosa, R. glutinis e R. minuta. A R. mucilaginosa,
nomenclatura atual de espécies previamente designadas R. rubra é a espécie mais
frequentemente implicada nas diferentes infec¢des descritas no homem, seguida por R.
glutinis (ALMEIDA, 2005). Os tipos de infeccdes comumente desencadeadas por essas
leveduras sao as do sistema nervoso central (meningite e ventriculites), as oculares
(endoftalmite e ceratite) e as endocardites e peritonites (TUON; COSTA, 2008).

Estudos epidemioldgicos mostram que Rhodotorula spp. € o agente etiolégico em 0,5
a 2,3% dos casos de fungemia. Os principais fatores relacionados a isso, sdo a utilizacio
indiscriminada de antibidticos, prolongadas administracdes de nutri¢cdo parenteral, devido aos
casos de desnutricdo secundaria em doencas cronicas, onde na sua maioria ocorrem em casos
de neoplasias, seguida por transplantes de medula 6ssea e SIDA. A mortalidade causada nos
achados de fungemias por Rhodotorula spp. chega a 14,4% (TUON; COSTA, 2008).

O diagndstico de leveduroses, como a Rhodotorula spp. baseia-se nas caracteristicas
clinicas da fungemia (inflamacdo, supuracdo, resposta granulomatosa), na morfologia de cada
microrganismo através de exame direto, oriundo de raspados de lesdes cutineas e mucosa,
sedimentos de escarro, urina, fezes, liquido cefalorraquidiano e lavado brdnquicos, e na
cultura das espécies, buscando conhecer o perfil bioquimico dos organismos (NEUFELD,
1999).

Suas colOnias sdo detectdveis visualmente apOs 24 a 48 horas de incubagdo,
geralmente apresentando aspecto liso e/ou mucoso, e pigmento carotenoide tipico, variando
de cor amarelada a avermelhada (figura 1, p. 17); a temperatura mixima de crescimento
encontra-se entre 25°C e 37°C (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; FELL; STATZELL-
TALLMAN, 2000 apud ALMEIDA, 2005).
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Quanto a identificacdo das suas espécies, podem ser utilizadas técnicas automatizadas,
por meio do sistema Vitek (bioMérieux, EUA), bem como técnicas manuais através do
sistema APIC 20C AUX (bioMérieux, EUA). E ainda pode-se valer do sistema convencional
manual de assimilacdo de carboidratos e nitritos, onde do ponto de vista bioquimico essas
leveduras nido fermentam carboidratos, ndo assimilam inositol e sd@o urease positiva. As
caracteristicas microscépicas do género incluem: células leveduriformes ovais, esferoidais ou
alongadas, com brotamento polar ou multilateral; auséncia ou formacdo de pseudo-hifa ou
hifa e auséncia de balistoconidio, algumas espécies podem ainda apresentar-se capsuladas

(FELL; STATZELL-TALLMAN, 2000 apud ALMEIDA, 2005).

Figura 1: Rhodotorula spp. Cedida pelo Laboratério de Microbiologia
da UFCG, campus Cuité-PB.

Os agentes terapéuticos atualmente utilizados para o tratamento das infeccdes
fungicas, compreendem especialmente os polienos como anfotericina B e a nistatina; e
derivados azdolicos como fluconazol e cetoconazol (RANG; DALE, 2007). Os antifingicos
poliénicos alteram a funcdo da membrana celular dos fungos, estes firmacos ligam-se
irreversivelmente ao ergosterol da membrana celular dos fungos, rompendo-os ou alterando a
sua permeabilidade. Os compostos azolicos atuam mediante a inibi¢cdo da enzima lanosterol
14-0 demetilase no complexo citocromo P-450 dos fungos. O resultado € a inibicdo da

conversdo de lanosterol em ergosterol, com a deplecdo conseguinte de ergosterol, acumulacao

de precursores e perda da integridade da membrana fiingica (SANTOS JUNIOR, 2005).
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Uma vez conhecido os agentes terapéuticos utilizados no tratamento de fungemias
oriundas de leveduroses, ¢ importante ressaltar que o grau de resisténcia dos fungos aos
farmacos antifiingicos vem sendo uma crescente. Fora visto que as leveduras Rhodotorula
spp. apresentam maiores resisténcia ao firmaco Fluconazol (RICHARDSON; LASS-FLOR;
2008).

Devido a emergente resisténcia dos fungos aos antiftingicos cldssicos e visando
encontrar novas substancias alternativas, nos dltimos anos tem sido amplamente estudada a
atividade antimicrobiana de diversas plantas e seus metabdlitos isolados (CARMO et al.,

2008; MOREIRA et al., 2010; MICELI; DIAZ; LEE, 2011).

2.3 Sida santaremnensis H. Monteiro (Malvaceae)

A familia Malvaceae encontra-se presente em quase todas as partes do mundo, sendo
mais abundante nas regides tropicais da América do Sul (HEYWOOD, 1993). E composta por
243 géneros e 4.225 espécies (ESTEVENS, 2003 apud COSTA et al., 2007a). Quanto aos
géneros mais numerosos vistos na familia Malvaceae encontram-se Hibiscus (300), Pavonia
(270), Sida (200), Abutilon (100), Nototriche (100), Cristaria (75) e Gossypium (40) (HALL,
2002; ESTEVENS, 2003 apud COSTA et al. 2007a; ESTEVES, 2006;).

O género Sida apresenta ampla distribuicdo neotropical com vdrias espécies bem
representadas nas Américas. No Brasil este género possui muitos representantes nas regides
Nordeste e Sul, e em menor propor¢do, nas regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste
(BARACHO, 1998 apud MELO e COSTA, 2011).

As investigacOes fitoquimicas realizadas para espécies da familia Malvaceae,
evidenciaram que estas espécies sdo ricas em dcidos graxos, Oleos essenciais,
sesquiterpendides, esterdides, triterpenos, compostos fendlicos, flavondides, entre muitos
outros compostos (SILVA et al., 2006; COSTA et al., 2007b; SILVA et al., 2010).

Por apresentarem diferentes propriedades terapéuticas e relatos de uso, as plantas do
género Sida, vém sendo amplamente estudadas. No Brasil, a espécie Sida cordifolia, é usada
na medicina popular para o tratamento de estomatites, da asma e de congestdo nasal
(MOURA, 2010). Enquanto outras espécies deste género destacam-se por sua utiliza¢cdo como
adstringentes, antidotos para as peconhas do escorpido e cobra, agentes anti-tuberculosos,
febrifugos, antiinflamatérios (GUNATILAKA et al., 1980; VENKATESH et al., 1999 apud
MOURA, 2010). O extrato etandlico obtido de outra espécie do género Sida (Sida acuta)

apresentou atividade analgésica quando realizado teste da placa quente (DIWAN; KANTH,
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1999 apud MOURA, 2010). A atividade antimicrobiana do género Sida ja foi descrita para as
espécies Sida acuta Burn. e Sida rhombifolia L. (LOPES et al., 2008).

A espécie Sida santaremensis H. Monteiro (figura 2, p.19) ocorre em quase todo o
Brasil a exce¢do da Regido Sul, onde ndo se tem registro (BOVINI, 2010). Apesar de sua
ampla distribuic@o, ndo h4 relato da utilizacdo dessa espécie na medicina popular. Contudo,
verificando a variedade de compostos naturais, propriedades farmacoldgicas e relatos de uso
descritos para espécies da familia Malvaceae, notadamente no género Sida, e visando
contribuir para o desenvolvimento de novos antiftingicos, é oportuno avaliar a sensibilidade e

cepas de Rhodotorula spp. frente ao extrato e fracdes da S. santaremnensis.

FIGURA 2: Sida santaremnensis H. Monteiro
Foto: Daniel Dias Rufino Arcanjo, abril de 2007,
(Parque Piaui - Teresina/PI).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

= Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etandlico bruto e fracdes de Sida

santaremnensis H. Monteiro sobre leveduras do género Rhodotorula.
3.2 Especificos

= Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato etandlico bruto e
fracdes (hexanica, acetatoetilica, hidroalcodlica e diclorometanica) contra cepas de
Rhodotorula spp.

= Determinar a Concentragdo Fungicida Minima (CFM).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de trabalho

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia da Unidade Académica de
Saude (UAS), do Centro de Educacdo e Sadde (CES), da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG).

4.1.2 Material vegetal

As partes aéreas de Sida santaremnensis H. Monteiro foram coletadas no Parque Piaui
(Teresina-PI) em abril de 2007. A identificacdo botanica foi realizada pela Botanica Dr?.
Gardene Maria de Sousa, sendo uma exsicata depositada no Herbario Graziella Barroso sob o
codigo 21867, na Universidade Federal do Piaui (UFPI) em Teresina-PI.

Os extratos e fracdes da Sida santaremnensis foram cedidos pela Dr®. Danielly

Albuquerque da Costa da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

4.1.3 Armazenamento

Os produtos permaneceram armazenados em um frasco ambar e mantidos sob
refrigeracdo, a uma temperatura inferior a 4°C, no Laboratério de Microbiologia. As solu¢des
nas diferentes concentragdes foram preparadas no momento da execucdo dos ensaios,
dissolvendo-os primeiramente em DMSO (dimetilsulféxido) e utilizando 4dgua destilada
estéril para alcancgar a concentracao inicial 2048 pg/mL. A partir desta, foram feitas dilui¢oes

seriadas em razdo de dois para alcancar concentracdes menores dos produtos a serem testados.

4.1.4 Produtos controle

O antifungico utilizado como controle positivo foi a anfotericina B (100 pg/mL),

obtida da Sigma-Aldrich®.
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4.1.5 Fungos

Nos ensaios de atividade antiftingica foram utilizadas doze cepas de Rhodotorula spp.
cedidas pela Dr®. Edeltrudes de Oliveira do laboratério de Micologia Clinica do Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Sadde da Universidade Federal da

Paraiba (UFPB).

4.1.6 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado no ensaio para avaliacdo da atividade antiftingica foi o
Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) adquirido da Difco®, preparados de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para conservacdo das cepas e preparacdo do indculo utilizou-se o
Agar Sabouraud Dextrose (ASD), também adquirido da Difco®. Os meios foram solubilizados

com 4gua destilada e esterilizados em autoclave, a 121°C por 15 minutos.

4.1.7 Inéculo

Na preparagao do inéculo, os fungos foram primeiramente cultivados em meio ASD
inclinado a 37°C por 24 horas (overnight). Inicialmente foram preparadas suspensdes dos
microrganismos em tubos contendo salina estéril (NaCl a 0,85% p/v). Em seguida, essas
suspensdes foram agitadas por 2 minutos com auxilio do aparelho Vortex. Apds agitacio,
cada suspensdo teve sua turbidez comparada e ajustada aquela apresentada pela suspensdo de
sulfato de bario do tubo 0,5 da escala McFarland, a qual corresponde a um inéculo de
aproximadamente 10° unidades formadoras de coldnias por mL. (UFC/mL) (HADACEK;
GREGER, 2000; SAHIN et al., 2004; BARROS et al., 2006).

4.2 Determinacio da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinagdo da CIM do extrato etandlico bruto e fracdes de Sida santaremnensis foi
realizada pela técnica de microdilui¢do, utilizando placas de microtitulagdo contendo 96
cavidades com fundo em forma de “U” e em duplicata (SOUZA et al., 2007; MOREIRA et
al., 2010). Em cada orificio da placa foi adicionado 100 uL do meio liquido CSD duplamente

concentrado.
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Posteriormente, 100 uL da solu¢do dos extratos, também duplamente concentrado,
foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma dilui¢do
seriada a uma razdo de dois (1:2), foram obtidas concentracdes de 2048 ug/mL até 64 pg/mL
de modo que na primeira linha da placa se encontrard a maior concentracdo e na sexta, a
menor concentra¢do. Por fim, foram adicionados 10 uL. do inéculo de Rhodotorulla spp. nas
cavidades. A determinacdo da CIM foi conduzida com aproximadamente 1-5 x10° UFC/mL
do microrganismo em cada cavidade.

Um controle de viabilidade do microrganismo foi realizado colocando-se nas
cavidades 100 uL. do mesmo CSD duplamente concentrado, 100 uL. de dgua destilada estéril e
10 pL do in6culo. Um controle de esterilidade também foi realizado, onde foi colocado 200
pL do CSD em um orificio sem a suspensao dos fungos. As placas foram incubadas a 37°C
por até 48 horas para ser realizada a leitura. Paralelamente, foi realizado o mesmo
experimento com o antifingico anfotericina B (100 pg/mL) comumente utilizado na
terapéutica clinica de infec¢des por Rhodotorula spp.

Os valores de CIM foram determinados pela andlise visual da inibi¢do do crescimento
em cada cavidade, comparando com o controle (ausente de drogas). Define-se a CIM para os
produtos testados como a menor concentracdo capaz de inibir 100% do crescimento fiingico
verificado nos orificios. Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado expresso pela

média geométrica dos resultados obtidos.

4.3 Determinacio da Concentra¢ao Fungicida Minima (CFM)

ApOs realizagdo da microdiluicdo para determinacdo da CIM dos produtos, aliquotas de
20 pL do produto presente nas cavidades onde ndo apresentaram crescimento fiingico foram
semeadas em placas com ASD, desprovidas de qualquer antifingico. Todo o sistema foi
incubado a 37°C por até 48 horas. Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado
expresso pela média geométrica das CFM obtidas nos dois ensaios. A CFM foi definida como
a menor concentracdo dos produtos testados onde a cepa teste ndo mostrou capacidade de
crescimento, quando inoculada no meio de cultura isento de antifiingicos (KONEMAN et al.,

1993; RASOOLI; ABYANEH, 2004).
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S RESULTADOS

Dentre as doze cepas de Rhodotorula spp. testadas, os resultados de acdo antifliingica
foram alcancados sobre trés delas. A atividade antiftingica foi observada para o extrato
etandlico bruto e as fracdes acetato de etila e diclorometanica. A concentra¢do inibitdria
minima, onde ndo se visualizou crescimento flingico, esteve entre 2048 ug/mL e 512 ug/mL
(ver tabela 1). Nenhum grau de sensibilidade as fracdes hexanica e hidroalcodlica foi
observado para as cepas de Rhodotorulla spp. ensaiadas.

Nos ensaios realizados com o antifingico controle (anfotericina B) ndo ocorreu

crescimento das cepas de Rhodotorula spp.

Tabela 1. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato etandlico bruto e fragdes de Sida santaremnensis
sobre cepas de Rhodotorula spp.

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) - ng/mL

Material testado
Microrganismos Extrato etandlico bruto Acetato de etila Diclorometinica Hexéanica Hidroalcoodlica
LM 02 R R R R R
LM 05 R R R R R
LM 012 R R R R R
LM 014 R R R R R
LM 18 2048 512 1024 R R
LM 25 R R R R R
LM 32 R R R R R
LM 081 R R R R R
LM 323 512 1024 R R R
LM 382 2048 R R R R
LM 482 R R R R R
LM 888 R R R R R

LM: Laboratério de Micologia
R: Resistente

O extrato etandlico bruto e as fracOes acetato de etila e diclorometinica da Sida
santaremnensis, que demonstraram acdo contra as cepas LM 18, LM 323 e LM 382,
apresentaram também comportamento fungicida sobre as mesmas, uma vez que quando
inoculadas aliquotas do sistema microrganismo, meio de cultura e extrato ou fracao, em meio

totalmente isento de antifingico, ndo se visualizou crescimento algum do fungo.
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6 DISCUSSAO

Sida representa um dos géneros mais numerosos da familia Malvaceae. Espécies deste
género sao amplamente estudadas, sendo muitas delas ja utilizadas com fins alimenticios e
medicinais. Quanto a sua utilizagdo na terapéutica, vdrios estudos farmacolégicos foram
elucidados com base no uso etnobotanico (ESTEVES, 2006; SILVA et al., 2006; COSTA et
al., 2007a).

Com relacdo a atividade antimicrobiana deste género vdrios estudos vém sendo
desenvolvidos. Fora comprovada que as espécies Sida acuta Burm., Sida cordifolia L. e Sida
rhomboidea Roxb. possuem significativa atividade antimicrobiana sobre bactérias, como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacilus subtilis e
Mycobaterium phlei (KAROU et al., 2005; MEDEIROS et al., 2006; BRUGES; REZA,
2007; KAROU et al., 2007).

Anteriormente a este estudo, Silva et al. (2008) avaliaram a atividade do extrato
etandlico das folhas de S. santaremnensis sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas,
verificando que o extrato niao apresentou atividade sobre as bactérias E. coli, S. aureus e S.
epidermidis. Mesmo possuindo intimeras propriedades terapéuticas, os estudos sobre a
atividade antimicrobiana para a espécie S. santaremnensis ainda sdo escassos, sendo esta a
primeira vez que seu extrato etandlico bruto e fracdes foram testados contra leveduras do
género Rhodotorula.

Os estudos fitoquimicos descritos para algumas espécies do género Sida mostraram que
dentre os componentes quimicos responsaveis pela atividade antimicrobiana destacam-se os
alcaloides, flavondides, polifendis e saponinas (BRUGES; REZA, 2007; KAROU et al., 2007;
LOPES et al, 2008), sendo estes correspondentes as mesmas classes de metabdlitos
secundarios identificados na triagem fitoquimica da S. santaremnensis, como visualizado no
quadro 1 (p.26). A andlise destes dados permite sugerir que a inibi¢do das cepas de
Rhodotorula spp. possa estar relacionada com a presenca destes constituintes encontrados no
extrato etandlico bruto e nas fases diclorometéinica e acetato de etila da espécie em estudo,

uma vez que estes foram capazes de inibir as cepas de Rhodotorula spp. (Tabela 1, p.24).
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PESQUISA RESULTADO
METABOLITO TESTE EEB FASE FASE FASE FASE
SECUNDARIO HEX CH:(Cl, ACOET | ETOH:H,O
Esterdides Lieberman-Burchard ++ ++ ++ - -
Triterpenos Lieberman-Burchard + + + ++ -
Flavonoéides Shinoda + - + ++ +++
Taninos Gelatina + - - ++ +++
Alcaléides Dragendorff ++ - ++ + ++
Saponinas Indice de Espuma + - - ++ ++

Quadro 1- Triagem fitoquimica das partes aéreas de Sida santaremnensis (MELO; COSTA, 2011)
O sinal (+) indica presenca e (-) auséncia do constituinte quimico.

Os resultados da triagem de foram considerados positivos pela formagdo de
precipitados e surgimento de coloracdo ou espuma, sendo classificados em fraco positivo (+),
moderado positivo (++) e forte positivo (+++), pela intensificacdo destes e negativo (—) pela
auséncia dos mesmos. Nessa triagem da S. santaremnensis realizada por Melo e Costa (2011)
observou-se que a fase hexanica (fase em que ocorreu resisténcia de todas as cepas de
Rhodotorula spp.) ndo apresentou alcaldides, flavondides ou saponinas, levando a sugestdo de
que a inibicdo das cepas é provavelmente oriunda de tais metabdlitos. No caso das fases
acetatoetilica e hidroalcodlica, seus constituintes quimicos apresentam-se glicosilados, e a
esses tipos de compostos geralmente nao se atribui atividade antimicrobiana.

Percebeu-se neste estudo que as cepas de Rhodotorula spp. evidenciaram mais
resisténcia que sensibilidade aos produtos testados. Um estudo semelhante a este foi realizado
confrontando o extrato etandlico bruto de Sida acuta e diversas bactérias, além de leveduras
da espécie Candida albicans, sendo verificado que a maioria das bactérias foram sensiveis,
porém o extrato ndo foi eficiente em inibir o crescimento de C. albicans. Esse achado de
Oboh; Akerele e Obasuyi (2007) corrobora nossos resultados, levantando outra hipétese que
justifique essa resisténcia, onde os fungos ou especificamente as leveduras possuam
mecanismos proprios de resisténcia aos compostos ativos dos extratos de S. santaremnensis.

De acordo com Sartoratto et al. (2004) uma substancia para possuir uma forte
atividade antimicrobiana deve apresentar inibicdo nas faixas de 50 a 500 pg/mL, uma
atividade moderada de 600 a 1500 pg/mL e fraca atividade substancias acima de 1500 pg/mL;
sendo assim, um bom candidato a antifiingico deve promover a inibi¢do da cepa testada em
baixas concentracdes, possuindo uma forte atividade. Embora algumas cepas tenham

apresentado sensibilidade ao extrato etandlico bruto e as fracdes acetato de etila e
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diclorometanica, esta faixa situou-se entre 512 a 2048 pg/mL, ratificando a idéia da
inviabilidade de se indicar num futuro S. santaremnensis contra infecgdes produzidas por

Rhodotorulla spp.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a grande maioria das cepas da levedura Rhodotorula spp. ndo foi
sensivel ao extrato etandlico bruto e fracdes de S. santaremnensis. As concentracdes em que
se obteve inibicdo, ndo sdo consideradas adequadas para o desenvolvimento de um novo
farmaco. Permitindo-se inferir que no futuro, quando se buscar desenvolver algum
medicamento antimicrobiano a partir desta espécie vegetal, este, certamente serd contra-
indicado para o tratamento de infec¢cdes por Rhodotorulla spp. especialmente, devido ao grau

de resisténcia observado neste estudo.
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