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RESUMO

As plantas utilizadas na medicina popular vém sendo estudadas devido as suas
propriedades terapéuticas. Diversos estudos comprovam que a biodiversidade vegetal possui
compostos promissores na producdo de novos farmacos, principalmente nas espécies vegetais
do Nordeste Brasileiro. Com o rapido surgimento de resisténcia de microrganismos, diante
disso a busca por novos agentes terapéuticos eficazes tem se tornado uma alternativa favoravel
no combate as doencas causadas por fungos, principalmente espécies Candida sp. Desta forma,
0 presente estudo teve como objetivo extrair, caracterizar, isolar e purificar metabolitos
bioativos de plantas medicinais utilizadas no estado de Pernambuco e avaliar seu potencial
antifangico in vitro e in vivofrente cepas de Candida sp. Foram utilizados cinco extratos de
plantas medicinais obtidos a partir de extratos das folhas de Eugenia uniflora L., Psidium
guajava L., e Persea americana Mill. e cascas do caule de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) e
Schinus terebinthifolius Raddi. Posteriormente, foi avaliada a atividade antifingica dessesfrente
a cinco espécies de Candida: C. albicans 12680, C. tropicalis 10660, C. krusei 14206, C.
glabratal4188, C.guilliermondii 14495 e um isolado de referéncia C.parapsilosis ATCC
22019, para a determinagéo da concentragéo inibitoria minima, de acordo com o protocolo do
CLSI(M27-A3). Para critério de comparacdo do potencial antifungico foram utilizados os
farmacos anfotericina B (Bristol-Myers Squibb) e fluconazol. Os extratos bioativos foram
testados isoladamente e em conjunto para verificacdo do sinergismo que foi procedido
conforme o método de Checkerboard. A atividade antifngica in vivo foi realizada de acordo
com o0 modelo de infecgdo experimental de candidiase sistémica, em cinco grupos com oito
ratos Wistar. Apoés a realizacdo dos testes foi verificado que o extrato acetato aquoso (Act/Aq)
de E. uniflora apresentou a melhor concentracéo inibitdria, variando de 4pg.mL™* a 32pg.mL"
! seguido peloAct/Aq da P. americana com a CIM variando de 32ug.mL? a 128ug.mL™.
Também para P. guajava e S. terebinthifolius foram obtidas CIM de 32ug.mL™ a 256pg.mL°
Le 32ug.mit a 1024pg.mL? respectivamente, sendo necessario a continuacdo do estudo de
purificacdo e elucidacdo estrutural dos compostos presentes, a fim de verificar se a acédo
antifingica encontrada podera ser atribuida a um composto especifico ou depende de algum
mecanismo sinérgico da mistura de polifendis. Diante dos resultados podemos concluir que o
extrato Act/Aq de E. uniflora possui promissora acdo antifungica. Candidemia experimental
mostrou que o extrato de E. uniflora apresenta uma resposta terapéutica mais efetiva ao

fluconazol além de ndo haver toxicidade aguda relatada in vivo.



Palavras-chave: Candida sp. candidiase. Sensibilidade antifingica. Alternativas terapéuticas.

Plantas medicinais. Sinergismo.



ABSTRACT

The plants used in popular medicine have been studied due their therapeutic properties.
Several studies show that vegetal biodiversity has promising compounds in the production of
new drugs, mainly in the vegetal species of the Brazilian northeast. With the fast emergence of
micro-organisms resistance, the search for new effective therapeutic agents has become a
favorable alternative in the fight against diseases caused by fungi, mainly Candida sp species.
Thus, the Objective of this study is to perform a screening of plant extracts in medicinal plants
of the Brazilian northeast, and to evaluate its antifungal potential ahead of the clinical isolates
of Candida sp. Methods were used in five medicinal plants, from Leaves Extracts of Eugenia
unifloraL., Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.), barks stalk of Ferra (Mart. exTul.), Schinus
terebinthifolius Raddi., leaves of Psidiumguajava L., and Persea american Mill. In contrast of
fiv especies of Candida: C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. guilliermondii
and an isolate reference of C. parapsilosis ATCC 22019, for the determination of the minimum
inhibitory concentration, according to the document M27-A3. The commercially available
antifungals evaluated were amphotericin B (Bristol-Myers Squibb) diluted in DMSO and
fluconazol ediluted in water. The synergism test was followedby the Checkerboard method.
The antifungal activity in vivo was performed according to the experimental infection model
of systemic candidiasis, in Five groups with eight Wistar mice. Results the aqueous acetate
extract (ACT/Aq) E. was the Best inhibitory concentration, ranging from 4 mg. mL* to 32 mg.
mL?, followed by P. american Extract Act/Agcomto CIM varying de32 p g. mL™ to 128 mg.
mL?. Also for P. guajava and S. terebinthifolius the extra cthad CIM' swith 32 mg. mL-1 to
256 mg. mLt and 32 mg/mL* to 1024 pug. mL? respectively, beingnecessaryto continue the
study of purification and structural elucidation of the present compounds in order to verify the
Fungal action found could be attributed to a specific compound or depends on some synergic
mechanism of mixing polyphenols. Conclusion: E. uniflora has promising antifungal action.
Experimental candidemia showed that the extract of E. uniflorahas a more effective therapeutic

response to the fluconazole further more thereis no acute toxicity reported in vivo.

Keywords: Candida sp. candidiasis. Antifungal sensitivity. Therapeutic alternatives. Medicinal

plants. Synergy.
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1 INTRODUCAO

Na micologia médica, leveduras do género Candida apresentam grande importancia na
medicina, por serem agentes etioldgicos oportunistas, frequentemente isoladas em pacientes de
unidade de terapia intensiva, representando um problema de saude publica, devido aos altos
indices de mortalidade (HINRICHSEN et al., 2009). A Candida estar presente em grande parte
do corpo humano, como: pele, trato geniturinario e digestivo (GALVAN et al., 2006).

Pacientes imunocomprometidos tém possibilidades com maior frequéncia de serem
afetados por infeccdes fangicas, do mesmo modo os individuos com leucemia, linfoma,
diabetes mellitus e a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (LIMA et al., 2006).

Outras condigdes como o a realizacdo de quimioterapia, procedimentos cirurgicos,
transplante de 6rgdos, IST (infecgcdes sexualmente transmissiveis), e doengas autoimunes, a
exemplo de IUpus eritematoso sistémico, também favorecem o surgimento dessas infecgdes.
Tais fatores causam o desequilibrio da microbiota ou diminuem a capacidade funcional do
sistema imune do hospedeiro (PEIXOTO et al., 2014).

As leveduras do género Candida vém aumentando sua resisténcia frente aos
antifungicos disponiveis no mercado, diante disso, cresce as pesquisas de novos farmacos,
principalmente baseados na fitoterapia, devido as atividades antifungicas ja conhecidas em
plantas medicinais (ABILIO et al., 2014). Considerando que os antifingicos disponiveis no
mercado, na maior parte das vezes, apresentam deficiéncia de uso por parte da resisténcia dos
microorganismos, e reagdes colaterais, os resultados finais elevam o crescimento na taxa de
recaida (GLEHN et al., 2012). As principais espécies de Candida com maior freqiiéncia em
infeccOes oportunistas incluem C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei
e C. guilliermondii (DIEKEMA et al., 2012).

Os antifngicos de escolha dependem principalmente do sitio de infeccdo e das
caracteristicas imunoldgicas do hospedeiro. Os principais agentes recomendados e amplamente
utilizados sdo, anfotericina B em uma dosagem de 0,5-1,0 mg/Kg/dia ou combinado com 5-
flucitosina (100 mg/kg/dia) e fluconazol (400mg/dia) (PERFECT et al., 2010; SEVERO et al.,
2009; BAILLY etal., 2015).

A caspofungina apresenta atividade fungicida in vitro contra todas as espécies de
Candida, clinicamente importante em neonatos; porém os dados farmacocinéticos ainda sdo
escassos nesse tipo de paciente tornando seu uso limitado (FEKKAR, et al ., 2015).

Aliadas a busca de novas alternativas terapéuticas, as plantas medicinais vém sendo

utilizadas de diversas maneiras e com diferentes tipos de propositos, seja com partes inteiras ou
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sob a forma de preparos caseiros, com usos domésticos e religiosos, podendo ainda ser
submetidas a sucessivos processos de extracdo e purificacdo, para isolamento das substancias
de interesse (ALBUQUERQUE et al., 2007). Alternativas terapéuticas a partir de plantas
medicinais e seus compostos bioativos, embora, venham ganhando destaque em todo o0 mundo
até 0 momento ndo séo utilizadas clinicamente nos casos de candidiase. Diversos estudos séo
realizados com a finalidade de avaliar a capacidade antifungica e antibacteriana de vegetais e
seus compostos (CAMARGO et al., 2015; KOLACZKOWSKA et al., 2016).

As propriedades terapéuticas observadas em plantas utilizadas na medicina popular
comprovam numerosos compostos bioativos com potencial promissor na producéo de novos
farmacos (MORAIS-BRAGA et al.,, 2013). Haja vista, que, frequente resisténcia de
microrganismos tem conduzido a busca por novos agentes terapéuticos, envolvendo pesquisas
com vegetais desde Briofitas até Angiospermas quanto as atividades farmacoldgicas que
apresentem alternativas no combate as infeccGes fungicas (SANTOS et al., 2010).

Na medicina tradicional, as folhas das plantas sdo comumente utilizadas em diferentes
paises no tratamento de diversas doengas como: inflamacdo do Utero, infeccdes do aparelho
urinario, feridas de pele, diarréias e Glcera gastroduodenal (CORREA et al., 2008). O extrato
hidroalcoolico E. uniflora (pitangueira) tem atividade antimicrobiana in vitro sobre C. albicans,
C. tropicalise e C. krusei, com acdo semelhante & clorexidina (0,12%), inibindo a sintese do
glucano pela glicosiltransferase (CAVALCANTI et al., 2011).

A etnobotanica e a etnofarmacologia sdo poderosas ferramentas na busca por
substancias naturais bioativas, e embora ressaltem alguns fatores limitantes, tais como a
dificuldade em coletar informacGes que sejam fidedignas, bem como o aspecto ético que
envolve o0 acesso ao conhecimento tradicional, consideram que as informagdes sobre as plantas
medicinais podem ser obtidas de maneira mais efetiva através do uso dessas ferramentas
(ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Extrair, caracterizar, isolar e purificar metabdlitos bioativos de plantas medicinais e avaliar

seu potencial antifungico in vitro e in vivo frente cepas de Candida sp.
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1.1.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar o material vegetal de nove plantas medicinais;

e Obter a fracdo acetato de etila e a fracdo aquosa a partir do extrato bruto das plantas
caracterizadas;

e Isolar, purificar e elucidar estruturalmente os metabdlitos de interesse das plantas
medicinais através de métodos fisico-quimicos;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima dos isolados clinicos de Candida frente
aos metabdlitos de interesse atraves de testes de sensibilidade antifungica in vitro
padronizados pelo protocolo M27-A3 do Clinical Laboratory Standards Institute
(CLS);

e Avaliarin vivo o potencial antifungico dos metabdlitos de interesse através de modelo

de candidiase experimental.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 CANDIDIASE

A infeccdo fungica oportunista endégena mais frequente é a candidiase, geralmente
ocorre em tecidos de hospedeiros que apresentam comprometimento nos sistemas especificos
e inespecificos de defesa, causando significante mortalidade e morbidade, diante disso, as
leveduras sdo consideradas fungos oportunistas, por estar presente em grande parte de infecc¢oes
fangicas no homem. Nas ultimas décadas, a incidéncias de infec¢bes causadas por leveduras
vem crescendo, principalmente em doentes com Sindrome Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA), pacientes com indicativo de transplantes e ou pacientes ja transplantados (ABRANTES
etal., 2013; PEIXOTO et al., 2014).

Os fungos do género Candida fazem parte da microbiota genitunario, da pele e do trato
digestivo. (ALMEIDA et al., 2012). De acordo com NEGRI et al. (2010) a mortalidade
atribuida direta ou indiretamente a candidemia é de 40% a 60%, podendo ter associacdo com
outros tipos de doengas na maior parte dos casos.

A candidiase oral é identificada através de lesdes das camadas da superficie doepitélio
bucal, sendo acompanhada de placas brancas sobre a mucosa. Essa infeccdo geralmente ocorre
em idosos, que tenha proteses dentaria e em pacientes portadores de diabetes mellitus (ABILIO
et al.,, 2014; ALMEIDA et al., 2011). O aumento da prevaléncia em outros pacientes
imunocomprometidos, dessa forma, inclui aquele convivendo com AIDS, deficiéncias
nutricionais, também favorecem a ocorréncia da candidiase bucal como um problema
relativamente comum (GALL et al., 2013).

Segundo ANWAR et al. (2012) as espécies ndo-albicans, C. glabrata e C. tropicalis sdo
as mais comuns nas infec¢Bes. As espécies de Candida ndo-albicans geralmente sdo as mais
resistentes aos tratamentos convencionais, pois sdo responsaveis por mais de 33 % dos casos
de recorréncia da doenca, as espécies de C.glabrata, C. krusei e C. tropicalis se proliferam em
pacientes imunusuprimidos e pelo uso de antifingico de maneira inadequada (MURAY et al.,
2013).

A infeccdo mais frequente do trato geniturinario feminino sdo as vulvovaginites, na
qual a principal é a candidiase vaginal, causada por leveduras que fazem parte da microbiota.
A principal espécie envolvida na causa das infeccdes fungicas é C. albicans, um fungo
saprofito, que necessita das condi¢cBes ambientais para poder se multiplicar, tornando-se

patogénica, com isso, a candidiase ndo é considerada uma doenca sexualmente transmissivel.
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Ela pode ocorrer quando ha uma baixa no sistema imunolégico ou quando ocorre um
desequilibrio da microbiota vaginal (VEDIYAPPAN et al., 2013; MENEZES et al., 2013; DIA,
2014).

As complicacdes sistémicas causadas por candidiase séo dificeis de tratar, além elevado
custo do tratamento e disponibilidade farmaco no mercado (HESPANHOL et al., 2010).

2.2 ESPECIES DE CANDIDA

2.2.1 C. albicans

A C.albicans é uma espécie de levedura pertencente & microbiota normal de individuos
saudaveis, no entanto na ocorréncia de um desequilibrio na relacdo com o hospedeiro pode
causar danos a saude do mesmo, pois geralmente € encontrada como causadora de lesdes em
pacientes imunocomprometidos e transplantados (CHAVES et al., 2012). A levedura tem
formacgéo de tubo germinativo com desenvolvimento da forma filamentosa, apresentando uma
producdo de toxinas e enzimas extracelulares, onde sdo os fatores mais importantes para o
processo de infeccdo (MENEZES et al., 2013).

Segundo Keniya e colaboradores (2015) relataram que a C.albicans expressa fatores de
viruléncia tais como: adesividade, alteracfes fenotipicas e morfoldgicas que resultam no
sucesso do processo infeccioso.

A C.albicans se tornou a quarta principal causa de infecgdes nosocomiais, além de ser
considerada oportunista por fazer parte da microbiota, essa levedura produz fosfolipase que €
considerado um fator importante para o desencadeamento de infec¢Bes, com isso, essa enzima
encontra-se localizada na superficie da levedura e na extremidade do tubo germinativo,
causando danos a célula epitelial do individuo (VEDIYAPPAM et al., 2013). No tratamento
da candidiase por C. albicans sdo utilizados: clotrimazol, miconazol, terconazol, nistatina,
fluconazol, anfotericina B e voriconazol. Devido ao uso de maneira inadequada do antifingico
essa espécie vem apresentando uma resisténcia para determinados antifangicos (CASTRO et
al., 2006; BRUNTON et al., 2012; KENIYA et., 2015; HOFS et al., 2016).

2.2.2 C. tropicalis

A C. tropicalis é uma agente frequiente de candidemia em hospitais brasileiros, sendo a
segunda espécie mais comumente isolada. A infeccdo por esse agente pode ocorrer em pacientes
de todas as idades, mas acomete pacientes adultos e idosos com maior freqiiéncia. No Brasil as
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estatisticas apresentam trés espécies isoladas de pacientes hospitalizados sdo: C. albicans, C.
tropicalis e C. glabrata. Pois estatistica apresenta prevaléncias de 35,5 a 70% para C. albicans;
4,6 a 52,5% para C. tropicalis e 7 a 8,8% para C. glabrata (PASSOS et al., 2005; BAYEGAN
etal., 2010; JIANG et al., 2013).

C. tropicalis encontra-se entre as espécies mais isoladas em pacientes com cancer,
neutropenia e em uso prolongado de antibidticos, podendo estar relacionada a infec¢des do
sangue e do trato urinario (NEGRI et al. 2012). E responsavel por grande parte das candidemias
em adultos, principal tem sido em pacientes com leucemia, outros tipos de cancer e diabetes
mellitus. Essa espécie dificilmente encontrada em pacientes neonatos e apresenta viruléncia que
a C. albicans em pacientes imunodebilitados (NEGRI et al., 2012; JIANG et al., 2013).

2.2.3 C. krusei

C. krusei vem demonstrando um patégeno fungico resistente a um grande repertorio de
antifangicos, principalmente com a baixa sensibilidade a anfotericina B. e aqueles que utilizam
freqlientemente fluconazol, se tornando dificil tratamento principalmente em pacientes
imunocomprometidos (ARENDRUP, 2013; COLOMBO et al., 2013).

A C krusei mostra-se como um patégeno hospitalar ocasional, principalmente em
pacientes portadores de doengas hematoldgicas malignas e/ou submetidos a transplante de
medula déssea. Diante disso, alguns autores comprovaram aumento da ocorréncia de fungemias
causadas por C. krusei em pacientes neutropénicos expostos prolongadamente a fluconazo, pois
essa levedura é naturalmente resistente ao fluconazol e talvez isso explique seu aumento em
pacientes neutropénicos expostos a este antifingico (HAKKI et al.,2006; ESCHENAUER et
al., 2014).

2.2.4 C. glabrata

C. glabrata é citada como uma espécie da microbiota normal de individuos sadios. No
entanto, nos dltimos anos, devido aos medicamentos administrados em pacientes
imunussuprimidos e com o aparecimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS),
se tornou uma principal infeccdo em seres humanos, causando candidiase em ambientes
hospitalares. Nos Estados Unidos essa espécie causa infecgdes hematogénicas, com frequéncia
em torno de 20 a 25% dos casos, acometendo pacientes transplantados de medula 6ssea,

apresentando complicag¢des do quadro infeccioso. Isolados de C. glabrata apresentam pouca



20

sensibilidade ao fluconazol e também anfotericina B (PERIROTHet al. 2007; HOFS et al. 2016;
MCCARTY &PAPPAS, 2016).

Segundo Alexander e colaboradores (2013) a C. glabrata surge como importante
patdgeno hospitalar, constituindo-se na segunda ou terceira espécie mais comum na maior parte
das séries de candidemia relatada nos EUA e Europa.

HOFS e colaboradores (2016) relataram que os isolados clinicos de C. glabrata
apresentam menor sensibilidade ao fluconazol, sendo que avaliacdo de diferentes publicacdes
mostra que cerca de 10% das amostras de C. glabrata recuperadas no sangue apresentam-se
resistentes ao fluconazo. Além dos problemas terapéuticos de infecgdes por C. glabrata
associados aos azdlicos, Pfaller e cols vém documentando a menor susceptibilidade de isolados
desta espécie em relacdo a anfotericina B. Em uma pesquisa envolvendo 949 isolados clinicos
de C. glabrata, observou-se que cerca de 53% das amostras avaliadas apresentaram MIC de
anfotericina B maiores que 1mg/ml, valores estes considerados muito elevados para terapéutica
com doses convencionais deste medicamento. (GARCIA-EFFRON et al., 2009; DURAN-
VALLE etal., 2012; LEWIS et al.,2013).

Grande aspecto interessante sobre a epidemiologia deste patdégeno é sua maior
ocorréncia em pacientes idosos. Em estudo do Programa IEIEO, avaliando candidemia em 17
centros médicos do Estado de lowa, observou-se que C. glabrata apresenta maior prevaléncia
em pacientes idosos, sendo que respondeu por 25% de todas as fungemias documentadas em
pacientes maiores de 65 anos (SHIELDS et al., 2012; MCCARTY &PAPPAS, 2016).

2.2.5 C.guilliermondii

Devido a sua menor frequéncia, as infeccBes causadas por C.guilliermondii sdo
relativamente menos estudada, em comparacdo com infec¢Bes causadas por outras espécies
de Candida. Tornando uma levedura oportunista, principalmente em pacientes com doencas
oncoldgicas. E uma espécie com potencial de causar infeccdo na corrente sangiiinea,
particularmente, em pacientes com neoplasias hematoldgicas e internados em unidades de
terapia intensiva (SAVINI et al., 2011; DICHTL et al., 2016).

O seu tratamento, apesar do numero limitado de informacdes disponiveis na literatura,
as pesquisas em in vitro relatam que a C. guilliermondii apresenta resisténcia clinicas a
anfotericina B, assim como documentacéo de ma resposta clinica de pacientes tratados com este
poliénico. Sendo assim, ha duvidas sobre a real eficacia de anfotericina B na terapéutica de
infeccdes sistémicas por C. guilliermondii (ARENDRUP, 2013).
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2.2.6 C. parapsilosis

C. parapsilosis vem causando infecgdes significativamente em pacientes
transplantados, pacientes que se alimenta por sonda e principalmente em neonatos, pois em
grande parte dos casos o0s profissionais da area de saude vém apresentando com frequéncia em
suas maos, sendo associada a casos de surtos nosocomiais com propagacao clonal e transmisséo
horizontal. Esta espécie € freqlientemente relacionada com infeccdo da corrente sanguinea em
pacientes recém-nascidos, imunodeprimidos e previamente tratados com antifingicos, sendo
também associada ao uso de dispositivos intravasculares e nutri¢do parenteral (TROFA et al.,
2008; ATAIDES et al., 2012).

Segundo Arendrup e colaboradores (2014) relataram que C. parapsilosis apresenta-se,
desde os anos 80, como um importante patégeno hospitalar de fungemias, sendo responsavel
por 7% a 15% das candidemias na maioria das séries publicadas nos EUA e Europa.

Sua ocorréncia é maior em criangas e recém-nascidos prematuros internados em
unidades de terapia intensiva, onde a prevaléncia de candidemias por C. parapsilosis é de 17 a
50% dos casos. Caracteristicamente, C. parapsilosis prolifera-se em solug¢Ges contendo glicose,
tem grande capacidade de produzir biofilme e freqlientemente coloniza a pele. VVarios estudos
estabelecem claramente uma associagao entre a utilizagéo de cateter venoso em posi¢édo central
e maior ocorréncia de fungemia por C. parapislosis. Dessa forma, os isolados clinicos desta
espécie sdo sensiveis a anfotericina B e aos triazdlicos. Em paises da América Latina C.
parapsilosis tem sido reconhecida como a segunda principal causa de infecgdo invasiva em
diferentes casuisticas ja publicadas no nosso meio (KOCSUBE et al., 2007;GARCIA-EFFRON
et al., 2009;ATAIDES et al., 2012; NUCCI E COLS, 2013).

2.3 TERAPIA ANTIFUNGICA
2.3.1 Antifangicos convencionais

O antifangico comercialmente disponivel para infec¢des fangicas do tipo invasivas foi
a anfotericina B, durante décadas. Ainda, o medicamento possui uma relacdo com
nefrotoxicidade e efeitos colaterais. Em busca de preparar novos farmacos, a primeira geracao
dos triazois (fluconazol e itraconazol) modificou a epidemiologia das infec¢des flngicas por
Candida sp. e passou a disponibilizar novas alternativas de tratamento (MAYER et al. 2013;
KOTACZKOWSKA, KOTACZKOWSKI 2016).
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No tratamento de candidiases trés classes de antifingicos sdo empregadas. Com isso,
trés os poliénicos e os derivados azélicos tem como principal papel, de atuar na membrana
fangica. A classe das equinocandinas também é bastante utilizada no tratamento das
candidiases, atuando no B-1,3 glucano que € um componente importante da parede celular
(SANGLARD et al., 2009; BAILLY et al., 2015).

O tratamento nem sempre é eficaz devido ao aparecimento de resisténcia
medicamentosa, principalmente resisténcias cruzada entre os triazois, com isso, varias
moléculas antifungicas como fluconazol, cetoconazol, nistatina, anfotericina-B e 5-
fluorocitosina, passaram a mostrar, desenvolvimento de resisténcia e toxicidade (ARAUJO et
al., 2005; NETT & ANDES,2016).

A desigualdade dessa classe de farmacos é a formulacdo em formas parentral
disponiveis, dessa mesma forma, se torna uma via de administracdo que causa grande
desconforto para os pacientes. Diante disso, 0s isolados de Candida vém desenvolvendo uma
resisténcia adquirida frente as equinocandinas, contendo mudancas em regides do sitio alvo em
que o antifingico atua (NEOFYTOS et al., 2010; KOTACZKOWSKA, KOTACZKOWSKI,
2016).

Alguns farmacos que séo utilizados para o tratamento de candidiase podem mostrar
efeitos diversos como interaces medicamentosas e toxidade, pois algumas espécies de
Candida vém apresentando resisténcias especificam aos principais antifangicos (ALVES et al.,
2015; BAILLY etal. 2015)

2.3.2 Anfotericina b

O principal representante dos poliénicos é anfotericina B, produzido naturalmente a
partir do actinomiceto Streptomycesnodosuse e disponibilizado a partir da década de 50, pois a
anfotericina B apresenta um extenso espectro antifngico e com uma boa eficiéncia, entretanto
possui uma alta toxicidade, mesmo assim € a principal escolha para o tratamento de micoses
sistémicas relacionadas a pacientes imunocomprometidos (MARTINEZ, 2006;
KATHIRAVAN et al., 2012).

A anfotericina B em sua forma composta por 37 carbonos, contendo um anel
macrociclico, possui numero grande de atomos. Contemuma cadeia de hidratos de carbono
unidos por duplas ligacGes, e uma oposta com sete grupos hidroxilos livres, oferecendo-lhe uma
caracteristica anfipatica. A cadeia lateral é construida por um grupo de amino livre (Figura 1)
(FILIPPIN, SOUZA 2006; BAILLY etal., 2015).
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Figura 1— Estrutura quimica da anfotericina B.
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Fonte: Filippin, Souza 2006.

A anfotericina B (AmB) é responsdvel por apresentar um mecanismo de agdo
relacionado a sua afinidade com esterdis. Embora apresente um grande espectro contra
infeccbes fungicas apresenta alta toxidade, especialmente ao sistema renal, por causa disso,
formulacGes lipidicas vém sendo desenvolvidas como a Ambisome®, uma formulagio
lipossomal da anfotericina B em qual o farmaco esta fortemente associado com a estrutura em
bicamada de pequenos lipossomas unilamelares (FALCI et al., 2015; GUERRA et al., 2007).

A indastria farmacéutica disponibiliza no mercado trés formulacdes lipidicas:
Ambisome® (anfotericina B lipossomal - L-AmB); Abelcet® compreende o complexo lipidico
(ABLC); Amphotec® dispersio coloidal de anfotericina B (ABCD) (FALCI et al., 2015).

Anfotericina B pode ser aplicada em combinacdo com fluorocitosina, resultando em
sinergismo e potencializando assim a acdo do farmaco além de reduzir o tempo de tratamento
da candidiase. No entanto, estudos ressalvam que fluorocitosina pode causar efeitos adversos
como leucopenia em pacientes acometidos com HIV (BENDAHA et al., 2011; NETT, ANDES,
2016).

Embora as espécies de Candida se apresentem como leveduras nao capsuladas a
anfotericina B apresenta a capacidade de se tocar a morfologia da cépsula de
mucopolissacarideos, trazendo um mecanismo de acdo mais eficiente para o tratamento
(BAILLY etal., 2015).

O procedimento de acdo in vivo de anfotericina B é fundamentado na ligagdo com o
ergosterol, componente presente na membrana celular dos fungos, que leva a construcédo de
canais transmembranares, e acarreta desequilibrio idnico dos cations presentes e conduz a célula
a morte (Figura2) (BAGINSKI et al.,2005; ARENDRUP, 2013).
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Figura 2— Mecanismo de acdo da anfotericina.

Poro

Anfotericina B

Fosfolipidio

Segmento heploénico

Fonte: Murray et al., 2007

Embora estudos tenham demonstrado que espécies de Candida possam apresentar
resisténcia a este farmaco, o mesmo ainda é fundamental na terapia da candidiase disseminada,
doenca fungica responsavel por altos indices de mortalidade e morbidade em todo 0 mundo
(ARENDRUP, 2013; BITAR et al., 2014).

2.3.3 Fluconazol

O fluconazol é um farmaco sintético produzido a partir da substituicdo do anel
imidazolico por um triazolico, altamente utilizado no tratamento de micoses profundas e
mucocutaneas deuma forma isolada ou em combinacdo. O fluconazol apresenta seletividade
para o citocromo P450, que €é responsavel pela ativacdo de farmacos ou toxinas presente na
célula fangica e possui um extenso espectro de acdo frente a espécies de Candida sp.
(FAVALESSA et al., 2009; NETT & ANDES, 2016).

O mecanismo de acdo do fluconazol é fundamentado na inibicdo de parte do complexo
P450 especificamente na C-14-a-desmetilase, elementos necessarios para a sintese do
ergosterol presente na membrana das células fungicas, sendo ativos em fungos leveduriformes.
Devido ao sitio de a¢do no complexo P450, o fluconazol também pode apresentarefeito sobre
este complexo em humanos, podendo levar a interacdes medicamentosas e diversos efeitos
secundarios desfavoraveis (WANG et al., 2009; BENDAHA et al., 2011).

A grande disponibilidade do fluconazol esta relacionada & administracdo por via oral,
podendo atingir o plasma em uma concentra¢cdo maior ou idéntico a 80% em comparagdo a
administracdo por via endovenosa (Kathiravan et al., 2012).

De acordo com Baillyet e colaboradores (2015) isolados clinicos de espécies de Candida

demonstraram resisténcia a anfotericina B, flucitosina, fluconazol, Itraconazol, antes ou durante
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o0 tratamento, devido a selecdo de clones resistentes induzida pela longa exposi¢do ao mesmo.
Nessa situacdo a utilizacdo de compostos de plantas medicinais podem se tornar, opcdes de
tratamento das infec¢Bes causadas por Candida que apresentem boa resposta terapéutica e de
uma forma que cause menos danos ao hospedeiro.

A equinocandinas é uma classe de antifingicos que possui grupos volumosos, semi-
sintéticos, composto peptidico ciclicos (hexapeptidicos), possuindo um N ligado ao lado acil
lipidico, porém com hidroxilacdo diferente; seu mecanismo geral de acdo é a inibicdo ndo
competitiva da B-(1,3)-D-glucano sintase, enzima esta responsavel pela sintese da parede
celular de fungos que é composta de um complexo de proteinas e policarboidratos (PFALLER,
2011).

Devido ao seu mecanismo de acédo, as equinocandinas demonstram um excelente
espectro de acdo e poténcia. Por possuirem meia-vida longa, as drogas desta classe podem ser
administradas uma vez ao dia, e ao contrario dos azéis ndo sdo metabolizadas pelo citocromo
P-450, logo ha minima ou nenhuma interacdo droga-droga, sendo bem toleradas com poucos
efeitos colaterais devido a sua especificidade de acdo na célula fungica CHAKRABARTI,
2009; TESTONI et AL., 2012).

A pesar de quer os testes de susceptibilidade in vitro ndo estejam totalmente
padronizados, estas drogas sdo consideradas como fungicida para a maioria das espécies de
Candida, incluindo espécies resistentes a azolicos, e C. lusitaniae resistente a anfotericina B
apresenta sensibilidade aceitavel (PFALLER, 2012).

2.4 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais sdo utilizados por décadas pela populagdo com efeito terapéutica.
Esse interesse pela utilizacdo de medicamentos fitoterapicos surgiu pela crenga popular em que
substancias obtidas de plantas medicinais, possuem eficacia quando a medicina tradicional ndo
alcanca os resultados esperados (SANTOS et al., 2010; PETROVSKA, 2012).

As plantas medicinais vém se destacando por possuir muitos constituintes e metabdlitos
secundarios que mostram atividade contra inimeras enfermidades, incluindo doengas
infecciosas. Produtos medicinais a partir de plantas eram mais freqientemente usadas em
populacdes carentes de areas rurais e urbanas, por apresentar uma disponibilidade com menores
custos, esses componentes ja sdo isolados e sao utilizados nas formulagdes medicamentosas
para o controle de infec¢Bes fungicas (JESUS, 2009; MOGHADAMTOUSI et al., 2014).
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As plantas medicinais vém sendo utilizadas em diversos paises em desenvolvimento,
como unico recurso terapéutico disponivel para problemas de satde publica. Com isso, nos
Gltimos anos produtos de origem vegetal vem sendo estudado com uma atencdo especial, pois
representam uma préatica bastante apresentada na medicina tradicional e que retrata inimeros
relatos de eficiéncia terapéutica (SILVA et al., 2009; COSTA et al., 2014).

Nos dias atuais os produtos naturais representam uma ampla e rica fonte de potentes
compostos bioativos com varias composicGes moleculares, as quais constituem mais de 30%dos
produtos disponiveis pela industria farmacéutica. A capacidade antimicrobiana dos compostos,
diferentes fragmentos e extratos isolados de diferentes partes das plantas capaz de controlar a
multiplicacdo de uma ou mais espécies de microrganismos vem sendo instrumento de estudos
de varias pesquisas (GOULART et al., 2013; FERREIRAet al., 2013; COSTA et al., 2014;
BALDWIN et al., 2015; REIS et al., 2016).

Os atributos terapéuticos encontrados em plantas utilizadas na medicina popular
confirmam que a biodiversidade vegetal apresenta varios compostos bioativos que sdo grandes
promissores na producdo de novos farmacos (MORAIS-BRAGA et al., 2013). Diante disso,
esse potencial vem apresentando como uma grande alternativa promissora no combate as
infeccdes fungicas (SANTOS et al., 2010).

Os compostos retirados dos vegetais sdo divididos em dois grupos: metabdlitos
primarios e metabolitos secundarios. Os primarios possuem proteinas, carboidratos, lipideos e
aminoacidos e sdo iniciadores para a producdo dos metabdlitos secundarios formado por
compostos fenolicos, 6leos essenciais, flavondides (ALBUQUERQUE, HANAZAKI 2006;
BALDWIN et al., 2015; KUMAR et al. 2015).

Mesmo tendo uma grande biodiversidade de plantas medicinais no mundo, ainda poucos
estudos sdo conduzidos a nova descoberta de compostos bioativos com propriedades
farmacéuticas, que poderiam proporcionar novos produtos quimicos para a descoberta de novas
drogas e com diferentes alternativas terapéuticas. Compostos de plantas medicinais tém
mostrado potenciais significativos e no tratamento de infec¢des fangicas (LIMA et al., 2006;
DZOYEM et al., 2013; NEWMAN CRAGG, 2010).

Os produtos naturais possuem grande parte dos componentes responsavel a formulacao
de novos farmacos, com grande potencial para uma importante variedade de doencas que
acometem os humanos. Mesmo sabendo a dimencdo de paises e a diversidade de espécies
vegetal, podemos afirmar que possuui uma lacuna quando se trata de pesquisas em plantas

medicinais. Atualmente a maiorias desses produtos que estdo em pesquisas para O
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desenvolvimento de farmacos sdo provenientes de plantas medicinais ou fontes microbianas
(COSTA etal., 2014; DZIALOet al., 2016; DZOYEM et al., 2013).

2.4.1 Compostos fenolicos

Varios estudos epidemioldgicos, in vitro e in vivo comprovaram as inimeras vantagens
dos compostos fendlicos presentes em vegetais, frutas, legumes e verduras. Tais competéncias
sdo atribuidas aos multiplos efeitos bioldgicos comparados aos compostos, tais como atividades
antimicrobiana, anti-inflamatoria e prevencdo de doencas cronicas como cancer e doencas
cardiovasculares (JANIQUES et al., 2013; KAJAL et al., 2014; VERMA et al., 2014).

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundario das plantas, sdo
essenciais para o crescimento e reproducédo, tem como o principal papel de proteger os vegetais
de estressesambientais, qualquer tipo de infec¢des, radiacao ultravioleta e ferimentos. Dessa
forma, os compostos fendlicos (ferulico, cindmico e vanilico) de vegetaisapresentam efeitos
inibitérios na producdo de micotoxinas e crescimento de fungos(ANGELO, JORGE 2007;
KAJAL et al., 2014; SOUZA et al., 2010).

O maior grupo de bioativos presentes em vegetais € composto por substancias fenolicas,
pois ha cerca de cinco mil fendis de estrutura versatil com polivaléncia, distribuidos em classes
a partir de suas estruturas quimicas. Esses compostos possuem um anel aromatico existente em
sua estrutura podendo ter um ou mais substituintes hidroxilicos (JANIQUES et al., 2013;
SAEED et al., 2016).

Os principais grupos fendis sdo os flavondides, acidos fendlicos, fenois simples,
cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdis. A diversidade de combinacdes possiveis que
apresentam na natureza leva a uma variedade estrutural muito grande dos fendis os quais sdo
chamados de polifendis. Os compostos fendlicos sdo divididos em dois grupos os flavonoides
e ndo flavonoides, porém ambos apresentam baixo peso molecular, formado de metabdlitos
secundarios (FALLER, FIALHO, 2009; SUN et al., 2012; VOLP et al., 2008).

Segundo Reis et al., (2016) os compostos fenolicos sdo substancias relevantes que
servem para mecanismos de defesa da planta contra fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos,
moluscos e animais superiores, podendo servir de antifungico e antibacteriano. Esses fendis que
geralmente sdo encontrados na natureza estao presentes nos vegetais, entre esses fendis, os mais
pesquisados sdo os flavonoides, acidos fendlicos e cumarinas, sendo classificados de acordo
com o numero de carbono presente em sua estrutura estruturas Tabela 1 (ANGELO, JORGE
2007; BALDWIN et al., 2015).
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Tabela 1- Classe de compostos fendlicos encontrados em plantas, de acordo com suas estruturas quimicas.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoguinonas C6

Acidos hidroxibenzoéicos C6-C1
Acetofenol, &cidos fenilacéticos C6-C2
Acidos hidroxicinamicos, C6-C3
Nafitoquinonas C6-C4
Xantonas C6-C1-C6
Estilbenos, antoquinonas C6-C2-C6
Flavonoides, isoflavonoides C6-C3-C6
Lignanas, neolignanas (C6-C3)2
Biflavondides (C6-C3-C6)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (C6-C3-C6)n

Fonte: Angelo, Jorge 2007.

Segundo Chen et al. (2016) estudos sobre atividades antimicrobianas de vegetais ricos
em fendis vem sendo desenvolvido com o passar dos anos, relatando atividade antiflngica in
vitrode plantas medicinais utilizando ensaio de microdiluicdo em caldo, frente a espécies de
Candida.

A atividade antimicrobiana de vegetais ricos em fenois recentemente publicadas por
Ghosh et al. (2015) relataram atividade antifungica in vivo deCurcuma longa Linnutilizando
ensaio de microdiluicdo em caldo,frente a cepas de Candida, Cryptococcus neoformans,
apresentando atividade, frente aos microorganismos testados. Efeitos genotdxicos foram
avaliados em células leucocitarias humanas e os compostos obtidos de Curcuma longa Linn
ndo apresentou atividade genotoxica (GUPTA et al., 2012).

Dulgeret al. (2014) descreveram atividade antifingica da Hypericum havvae, planta
utilizada na medicina popular apresentando bons resultados para concentrar compostos
fenolicos, frente as espécies de C. albicans, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. neoformans e
C. laurentii, por método de microdiluicdo em caldo. Com os valores das concentragdes
inibitorias variaram de 3,12 a 2.500 pg.mL?. Concentragdes inibitorias minimas, foram

observadas frente a C. albicans e C. laurentii, os quais apresentaram1,56 pg.mL™.
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Estudo realizado por Alves et al. (2014) avaliou a capacidade antifungica dos compostos
fenolicos acido galico, catequina, luteolina e quercetina frente a biofilmes de espécies de C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis.A CIM variou de 0,156 a 1,250 pg.mL*
para todos os compostos testados. Entre os compostos utilizados o acido galico apresentando o
melhor resultado CIM < 0,156 ug.mL™.

Souza et al. (2010) avaliaram a atividade antifngica de extratos fendlicos da cebola,
farelo de arroz e microalgaChlorella phyrenoidosa frente ao fungo Rhyzopus oryzae, por
método de microdilui¢do. Relatando que o extrato aquoso da cebola e metandico de Chlorella
phyrenoidosa ndo apresentaram atividade inibitdria ao crescimento fangico. Porém os extratos
acetato etilicos da cebola e metandico de farelo de arroz apresentaram atividade antiflngica
com CIM 2,6-86 e 46 ug.mL™* respectivamente.

Silva Filho et al. (2008) relataram que em teste de microdiluicdo, seguindo a
metodologia CLSI, atividade antifingica do extrato de folhas de Baccharis dracunculifolia
contraCandida e Cryptococcus apresentando valores de CIM 65ug.mL? e 40ug.mL?
respectivamente.

Os compostos fenolicos colaboram para o sabor, odor e coloracéo de diversos vegetais,
diante disso, possui uma grande importancia como flavorizantes, corantes de alimentos e
bebidas. Esses compostos estdo associados com atividade antimicrobiana, antioxidante,
antiparasitaria, anticonvulsiva, analgésica, anti-inflamatoria e antitumorais (KAJAL et al.,
2014; VERMA et al., 2014).

2.4.2 Flavonoéides

Entre os polifendis amplamente distribuidos no reino vegetal os flavondides estdo entre
0s mais presentes, encontrados freqiientemente em frutas e sementes, podendo também estar
em forma de glicosidios ou gliconas. O organismo humano néo produz flavondides, mas estas
estruturas quimicas sdo obtidas em alimentacdo a base de vegetais. Esse composto possui
atividades antioxidantes, anti-inflamatériasantipiréticas comprovadas (PASSONE &
ETCHEVERRY, 2014; ANGELO, JORGE 2007).

Nos vegetais, os flavondides além de serem encontrados em grande quantidade também
apresentam importantes fungdes, entre elas, a protecdo contra estresses ambientais como
radiacdo ultravioleta, atividade antimicrobiana, acdo antioxidante e inibicdo enzimatica. Os
flavondides estruturalmente apresentam baixo peso molecular, constituidos estruturalmente por

15 &4tomos de carbono C6—-C3—-C6 e em cada uma das duas partes da molécula com seis carbonos
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s&0 estruturadas por anéis aromaticos, como mostra a Figura 3 (MARTINES-FLORES et al.,
2002; MENDES et al., 2015).

Figura 3 — Estrutura quimica béasica dos flavonoides.

Fonte: Machado et al., (2008)

Gerados a partir do metabolismo secundario dos vegetais, a familia dos flavanoides,
apresentam em torno de 8000 componentes. Os compostos sdo geralmente encontrados em
caule, raizes, flores, cascas de arvores, frutos e sementes (SUN et al., 2012; KUMAR et al.
2015).

De acordo Peterson et al., (1998) as propriedades farmacoldgicas que sdo apresentadas
pelos flavondides certificam a eles a capacidade de atuarem em elementos biologicos, com
pouca ou nenhuma toxidade, colaborando positivamente para a saide humana. Apresentando
uma grande diversidade de ac¢des, pois sdo um dos grupos fenolicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural (KAJAL et al., 2014; ORHAN et al., 2010).

Coelho et al. (2012) descreveram por meio do teste de microdiluicdo em caldo a
capacidade antimicrobiana do extrato metanolico da Chamomilla recutita L., planta medicinal
que apresenta compostos fendlicos da classe dos flavondides, contra isolados de micro-
organismos: C. neoformans (CIM = 0,156128ug.mL?), C. albicans (CIM = 2,5ug.mL?) e
Staphylococcus aureus (CIM=5128ug.mL™).

Dzoyem et al. (2013) relataram atividade antimicrobiana de flavondides presentes em
espécies de Dorstenia por método de microdiluicdo. A CIM determinada para S. aureus variou
de 0,5-128ug.mL* e para Candida ficou entre 64-128ug.mL™. A concentracéo inibitoria mais
significativa foi frente a Cryptococcus (0,5ug.mL™?), similar a CIM da anfotericina B
(0,5pg.mL?) frente a0 mesmo isolado.Chen et al. (2016) relataram atividade antifingica do
composto curcuminacontra espécies de Candida 32-128ug.mL?, C. neoformans 128-
256pg.mL?, Aspergillus spp 64-512ug.mLt. e Sporothrix schenckii 64-256pg.mL™.
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2.4.3 Taninos

Compostos fenolicos do metabolismo secundario vegetal, os taninos apresentam peso
molecular em cerca de 500 a 3000 Dalton. S&o responsaveis pela adstringéncia de grande parte
dos frutos e produtos vegetais. As utilizagdes de drogas baseadas em taninos estdo diretamente
relacionadas a capacidade adstringente (DZIALO et al., 2016; MONTEIRO et al., 2005).

Segundo Monteiroet al. (2005) os taninos apresentam atividades biolégicas em
humanos como antidiarréico, antisséptico, antibacteriano e antifingico, também podendo
auxiliar na formacdo de camada protetora em tecidos epiteliais inflamados com feridas,
gueimaduras e inflamac@es. O equilibrio da estrutura quimica e composicao sao essenciais para
a caracterizacao biolégica (OKUDA, ITO 2011).

Apensar de serem produtos naturais de plantas, os taninos tem a competéncia de
precipitar proteinas sollUveis em agua podendo adquirir toxidade frente a organismos
bioldgicos. Taninos podem ser classificados em dois grupos: hidrolisaveis, que compreendem
ésteres dos acidos galico e elagico (figura 4A e 4B); e, os taninos condensados (Figura 4C)
sendo esses polimeros como o flavan 3,4-diol (KHANBABAEE, REE 2001; KUMAR et al.,
2015; SIMOES et al., 2017).

Figura 4 — Taninos: hidrolisaveis (A/B) e condensados (C).
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Fonte: Simdes et al., 2017.

Goulart et al., (2013) relataram a acdo antifungica através do método de microdiluicao
em caldo de extratos de Agonandra brasiliensis Miers ex Benth., vegetal comum do Cerrado
brasileiro, frente a espécies de Candida e Cryptococcus. O extrato hidrometandlico apresentou
CIM de300ug.mL* paraC. tropicalis, C. dubliniensis e C. neoformans, contra C. gattii a CIM
foi determinada em 600pug.mL™. As fracGes hexanicas para C. tropicalis e C. dubliniensis
apresentaram CIM de 150pug.mL™ para C. krusei e C. parapsilosis as concentragdes inibitorias
minimas foram determinadas em 600pug.mL? e 300ug.mL‘respectivamente. A fracdo
hidrometandlica foi ativa sobre C. krusei e C. tropicalis em uma CIM de 300 ug.mL™.

A atividade antifungica do composto curcumina ja foi descrita contra espécies de
Candida e Cryptococcu Kumar et al.(2014). Além disso, esse constituinte apresenta efeitos
contra doencgas cronicas, diabetes mellitus, alergias, doenca de Alzheimer e apresenta boa
tolerabilidade e baixa toxicidade (GHOSH et al., 2015).

Segundo Dzialo e colaboradores (2016) relataram avangos no desenvolvimento de
medicamentos modelagem molecular, quimica combinatéria e sintética, naturais compostos
derivados de plantas ainda estdo provando ser uma inestimavel fonte de medicamentos para

humanos.
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2.4.4 Espécies vegetais

O Nordeste brasileiro sempre foi destaque nacional em relacdo a variedade de plantas
medicinais, entretanto, sendo considerado um dos centros mundiais de biodiversidade, onde 0s
vegetais sdo utilizados popularmente por comunidades tradicionais e atuais para o tratamento
de inimeros processos patoldgicos (BAPTISTEL et al.,2014; SOUZA et al., 2012).

Barbosa Junior et al. (2015) classificaram por meio da técnica de difusdo em disco a
atividade antifingica de extratos de plantas medicinais popularmente utilizadas no Nordeste e
especialmente por comunidades do sertdo Sergipano: Ziziphus joazeiro, Caesalpinia
pyramidalis, Bumelia sartorum, Hymenaea courbaril. Todos os extratos testados com
concentracdes de 4 a 100 mg.mL ™ apresentaram ac&o antifiingica em todas as linhagens clinicas
de Cryptococcus.

Ferreira et al. (2013) relataram atividade antifingica in vitro por método de
microdiluicdode dez espécies de plantas utilizadas tradicionalmente no nordeste brasileiro: E.
uniflora, C. ferrea, P. guajav, P. americana, S. terebinthifolius, M. ophthalmocentra, P. rigida,
Hymenaea stigonocarpa, M. tenuiflora. Em isolados de C. albicans, C.dubliniensis, C. glabrata
e C. krusei. Os melhores resultados para inibicdo fungica foram apresentados a partir dos
extratos de E. uniflora (CIM= 15,62 pug.mL™) e extratos de C. ferrea e P. guajava com CIM
variando de 15,62 a 250ug.mL conta as espécies de C.glabrata e C. krusei.

Johann et al. (2007) comprovaram por método de microdiluicdo a acdo antifungica de
oito plantas tradicionalmente usadas na medicina popular brasileira: Ingadulcis (\Vell.) Mart.,
S. terebinthifolius Raddi, Althernanthera brasiliana Kuntze., Piper regnellii CDC., Herissantia
crispa L. Briz., Rubus urticaefolius P., Rumex acetosa L., Baccharis dracunculifolia DC., frente

a isolados de espécies Cryptococcuse Candida.
2.4.4.1 Anadenanthera colubrina (Vell)

Espécie de planta encontrada no Nordeste do Brasil, a A. colubrin apertencente a familia
Fabaceae, popularmente é conhecida como angico e apresenta atividades como antisséptico
através do uso de suas cascas sob a forma de chd, apresenta grande importancia econémica,
social e ambiental, além de ser muito utilizada na recuperacdo e restauracdo de areas e florestas
degradas por apresentar boa regeneracao natural. Além disso, € um vegetal rico em taninos com
propriedades medicinais (LAMBRECHT et al., 2015; MEYER et al., 2015; MONDO et al.,
2008).
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A A.colubrina é empregada no tratamento decicatrizacdo de feridas com um processo
dindmico no qual a interacdo entre mediadores, células sangliineas e matriz extracelular leva
regeneracdo da superficie interna ou externa do corpo, essa fase seguinte de reparacdo
compreende a formacdo de granulacdotecido pelo surgimento de capilares e fibroblastos
(SANTOS et al., 2014).

De acordo com Lima e colaboradores (2015) realizaram pesquisa com extrato bruto
de A.colubrina, onde relataram que o extrato do vegetal apresenta atividade antifungica contra
C. albicans, esse mesmo extrato também foi testado em células tumorais humanas,
apresentando um resultando na dimunuicdo do crescimento, dessas células tumorais humana.

Ferreira et al. (2013) apresentaram estudos comprovando in vitro a atividade antifungica
de extratos de A. colubrina, por método de microdiluicdo em caldo frente a espécies de C.
albicans  (CIM=31,25-1000 pl.mL?), C. dubliniensis (CIM=250 pl.mL?), C.
glabrata(CIM=62,50 pl.mL™) e C. krusei (CIM=62,50 pl.mL™Y).

2.4.1.2 Eugeniauniflora L.

Popularmente conhecida como pitangueira, a E.uniflora,é umaespécie de planta
pertencente a familia Myrtaceae, nativa da mata atlantica brasileirae bastante utilizada no Brasil
principalmente na Regido Nordeste. Pesquisas comprovam que a planta apresentaatividade
antimicrobiana, assim como outras diversas ages na medicina popular. E.uniflora é ultilizada
para o tratamento de diarréia, dor de estdbmago, colicas, infeccdo intestinal, verminose, febre,
gripe, tosse, bronquite, ansiedade, hipertensdo arterial e diabetes (BRUN, 2010;
RAMALINGUM e MAHOMOODALLY, 2014; FALCAO et al., 2018).

Independentemente de ter a E.uniflora investigagdo quimica pouco estudada, sabe-se
possui que diversos compostos fenodlicos com acdes antioxidantes, hipoglicemiantes,
antirreumatica, antidiarréica, e capacidade de regular a pressao articular. Dessa forma, esta
planta foi inserida nas industrias alimenticias, cosméticas e medicinais (ALMEIDA et al., 2012;
RATTMANN et al., 2012).

Schumacher e colaboradores (2015) relataram que a folha da E. uniflora reduzem o
indice de infiltrado inflamatdrio em ilhotas pancreaticas, mantendo niveis séricos de insulina e
glutationa hepatica, reduzindo a peroxidacéo lipidica sérica, bem como diminuindo o risco de
diabetes em camundongos diabéticos ndo obesos.

A caracterizagdo fisico-quimica de E. uniflora apresenta inimeras quantidades de
compostos fendlicos, os quais estdo diretamente ligados a sua capacidade antioxidante e os tipos
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de coloracdo que o fruto apresenta. As folhas de E. uniflora contém alcaldides, triterpenos,
taninos, flavonoides e antraquinonas(BAGETTI et al., 2011; SANTANA et al., 2016).

Bezerra et al. (2012) relataram a acdo antimicrobiana por método de disco difusdao em
agar, de extratos hidroalcodlico de E.uniflora L., frente a cepas de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei e C. guilliermondii. A atividade antibacteriana foi confirmada contra
S. aureus e P.Aeruginosacom diametro dos halos de inibicdo variando de 13,14 a 11,07mm, e
16,11 a 11,59mm, respectivamente.

Lago et al. (2011) apresentaram atividade antiflngica pelo teste de microdiluicdoa partir
de 6leos essenciais de E. uniflora L., contra leveduras do género Candida e Cryptococcus
apresentando CIM variando entre 0,11 a 3,75mg.mL™*. O uso medicinal de muitas de suas
espécies vem sendo confirmada por apresentar grande atividade microbiana, principalmente em
espécies de Candida(SILVA-ROCHA et al., 2017).

Atividade contra bactérias foi demostrado por Oliveira et al., (2008) avaliando pelo
método de difusdo em meio solido a partir de extratos hidroalcodlicos obtidos do fruto da E.
uniflora. Os resultados demonstraram halos de inibi¢do frente cepas de Streptococcus mutans
de 11,0 a 16,0mm, Streptococcus sanguis (7-17mm), Streptococcus salivarius (12-17mm),
Streptococcus mitis (12mm) e Streptococcus oralis (10-22mm). Segundo Pedro e colaboradores
(2017) relataram que a E. uniflora podem ser alternativas para diferentes tratamentos ereduzir

0s possiveis efeitos colaterais quando comparado comantibioticos.
2.4.4.3 Libidibia ferrea (Mart)

Popularmente conhecida com “juca” ou “pau ferro”, aLibidibia ferrea é uma planta
encontrada em biomas de Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, mas que desenvolve em todo o
Brasil, especialmente no Norte e Nordeste. Largamente utilizada na medicina popular por
apresentar indmeras propriedades terapéuticas como acgdo anti-inflamatoria, analgésica,
antimicrobiana e antitérmica (FREITAS et al., 2012; VENANCIO et al., 2015).

Kobayashi et al. (2015) apresentaram estudos fitoquimicos da L. férrea encontrando a
presenca de saponinas, acidos organicos, agucares redutores, compostos fenolicos e taninos.

A presenca de varios compostos presentes do extrato hidroalcodlicosda casca, caule e
folhas os quais apresentaram a presenca de flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esterais,
compostos fenolicos e &cidos galico como seus principais constituintes, 0s quais sao

responsaveis por muitas das atividades farmacoldgicas (COSTA et al.,2015).
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De acordo com Venéncio et al. (2015) a L. ferrea apresenta uma atividade
antimicrobiana promissora frente 0os micro-organismos presentes na cavidade oral e contra a
formacéo de biofilmes, além de ndo mostra atividade citotoxica significativa em testes com
linhagens de células.

Oliveira et al. (2013) relataram através da técnica de difusdo em agar demonstraram
atividade antimicrobiana de extratos de L. ferrea frente S mutans, Streptococcus oralis,
Lactobacillus casei e C. albicans, patdégenos da cavidade oral. Os resultados demonstraram
valores de CIM para L. casei e S. oralis de 9,3 mg.mL?, para S. mutans a CIM foi determinada
em 18,6mg.mL. Contra C. albicans a inibicdo foi observada em uma concentracio de 18,7
mg.mL™.

Marreiro et al. (2014) apresentaram analise microbiolégica e verificaram que ndo existia
presenca de contaminantes tais como S. aureus, P. aeruginosa, fungos filamentosos, leveduras
e coliformes em extratos de Libidibia férrea, relataram também a atividade antibacteriana pela
técnica de microdiluigdo frente a cepas de S. mutans e S. oralis, com valores de inibigdo
variando de 100 a 3.125ul.mL™.

Segundo Guerra e colaboradores (2017) relataram a L. ferrea possui efeito
antioxidante, peroxidacao lipidica e efeitos quimioprotetores em células saudaveis. Assim, 0s
derivados de L. ferrea tém efeitos anticancerigenos importantes e podem ser considerados

candidatos promissores para a terapia do cancer colorretal.
2.4.4.4 Schinus terebinthifolius Raddi

Planta medicinal nativa do Brasil, conhecida popularmente como aroeira-vermelha, a S.
terebinthifolius Raddi pertencente da familia Anacardiaceae e possui propriedades medicinais
e alimenticias. Tradicionalmente é utilizada para tratamento de diversas infec¢es, entre elas as
do sistema genital feminino, por apresentar caracteristicas anti-inflamatorias e cicatrizantes.
Possui acdo no tratamento de vaginites crénicas e cervicites. No entanto, estudos relatam que
esta planta pode produzir resinas que em contato com a pele podem causar dermatite alérgica
(LIMA et al., 2006; SARTORELLI et al., 2012; AZEVEDO et al., 2015).

Segundo Di Ciaula et al. (2014) S. terebinthifolius vém demonstrando propriedade
medicinais constatadas como anti-sépticas e anti-inflamatorias eficazes nos quadros febris,em
infeccOes do trato urinario, diarréias, tosse, bronquite e outras alteraces do sistema respiratorio.
Cada vez mais vem crescendo o interesse da industria farmacéutica nos compostos presentes

nessa espécie vegetal, atualmente ja existe no mercado um medicamente a base de taninos
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extraidos de S. terebinthifolius, chamado Kronel, indicado como cicatrizante e para uso
ginecologico (GREATTI et al., 2014).

Oliveira Junior et al. (2013) a acdo antifingica extratos de S. terebinthifolius sdo
bastantes discutidos para varias espécies, como C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C.
neoformans e Sporothrix schenckii. As cascas do caule possuem uma grande riqueza de taninos,
que conferem uma acgéo adstringente, desinfectante, com pH podendo chegar a 6,5, auxiliando
na medicina popular no tratamento de gastrite (SANTOS et al., 2006).

Pesquisas dos componentes quimicos presentes na aroeira revelaram diversos e
numerosos compostos bioativos, tanto em 6leos esséncias quanto em extratos, 0s quais
apresentam inimeras propriedades farmacéuticas. Entre os compostos encontrados e descritos
na literatura, destacam-se os principais fenolicos, flavondides, taninos, &cido galico,
terpendides, acidos graxos, fenois triterpenos, xanthones e esterdides livres (CARVALHO et
al., 2013; LIMA, 2009).

Torres et al. (2016) apresentaram por meio de método de disco difusdo atividade
antifingica de S. terebinthifolius frente a C.albicanse C. tropicalis com halos de inibicdo
<l6mm, e C. krusei apresentando halos de inibigdo <I4mm.

Pesquisas in vivo em ratos Wistar da genotoxicidade de extrato aquoso de S.
terebinthifolius através da frequéncia de micronucleos em eritrocitos policromaticos indicam
que os mesmos ndo apresentam efeitos genotoxicos, poisapenas um discreto aumento no
numero de eritrocitos policromaticos e normocromaticos (TERRA JUNIOR et al., 2015).

De acordo com Ghanney, Rhouma (2015) descreveram extratos obtidos da folha de S.
terebinthifolius apresentaram acdo antibacteriana contra Agrobacterium tumefaciens,
espéciespatogénicasde plantas. Os resultados apresentaram halos de inibigdo >7mm pelo
método de disco difusdo em agar.

Por metodo de difusdo em agar que S. aureus apresenta susceptibilidade ao extrato
hidroalcoolico de S. terebinthifolius formando zonas de inibi¢cdo com halos de 8mm de didmetro
em concentracdes inibitorias minimas de até 35,3mg/mL (SA et al., 2014).

Segundo Costa et al. (2013) extratos etandicos S.terebintifolius avaliados por método de
difusdo em agar apresentam atividade antimicrobiana frente a Enterococcus faecalis e S. aureus
com a formacdo de halos de inibicao de 8 e 12 mm respectivamente.

Atividade inibitoria in vitro de extratos obtidos de S. terebinthifolius contra cinco
diferentes cepas de Paracoccidioides brasiliensis, pelo método de microdiluicdo em caldo,
foram apresentadas por Johann et al., (2010). Nesse estudo, as CIM do extrato frente ao fungo

dimorfico foram de 7,5 a 250 pg.mL™.
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De acordo com Freire et al. (2010) pesquisaram em in vitro por método de difusdo em
Agar, relataram que bactérias das espécies S.mutanse, Lactobacillus casei, formadoras do
biofilme dentario, sdo susceptiveis a acdo antibacteriana de S. terebinthinfolius. Nesse estudo,
as CIM foi de 3,125 mg/mL para S. mutans e 1,562 mg.mL* para L. casei.

Acao cicatrizante do extrato de aroeira foi avaliada in vivo em cicatrizagdes de feridas
cirirgicas em bexiga de ratos. Demonstrou-se que o extrato apresenta efeito cicatrizante
favoravel nas cobaias (LUCENA et al., 2006; NOCCHIN, 2016).

2.4.4.5 Psidium guajava L

A espécie P. guajava, comumente conhecida como goiabeira, tem sido muito utilizada na
medicina popular em varias partes do mundo (BARBALHO et al., 2012). Extratos e metabolitos
desta planta, particularmente os obtidos de folhas e frutos, possuem atividades bioldgicas
relevantes tais como antimicrobiana, presente no tratamento da diarréia, anti-inflamatoria e
atividade antioxidante (GUTIERREZ et al.,2008).

2.4.4.6 Persea americana Mill

A P. americana conhecida popularmente como abacate, possui apreciaveis qualidades
nutricionais, sendo ricas em lipidios insaturados, vitaminas e fibras. No mercado atual, t¢ém sido
valorizadas as variedades de calibres menores, como a Hass. Trata-se de um fruto climatérico
e sua alta perecibilidade representa um entrave a comercializacdo (DAIUTO et al., 2010). A
alta perecibilidade dos frutos, devido a continuidade dos processos metabolicos na fase pos-
colheita, juntamente com procedimentos inadequados aplicados a colheita, assim como ao
transporte e armazenamento sao os principais fatores responsaveis pelo comprometimento da
qualidade (CARVALHO et al., 2006). O tratamento térmico tem sido utilizado em p6s colheita
para resolver o problema de contaminagédo de doencas fungicas e infestagdo de insetos em frutos
(COUEY, 1989; MOHAMMAD, 2010).

Segundo Brai et al. (2014) relataram que a P. americana eduziria 0 acimulo de
lipidios hepaticos na doenca hepatica gordurosa e melhoraria a lesdo hepatica. A P.americana
nédo apresenta toxidade, com isso pode ser utilizadas para diversos tratamentos (OBOH et al.,
2016).

A P. americana possui propriedades para reducdo significativade edema, atividade
antiinflamatdria, controlar o niveis de glicose, diminuindo o nivel do colesterol (LDL) o ruim
(LIMA et al., 2012; BRAI et al., 2014)
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2.4.4.7 Mimosa ophthalmocentra Mart.

Segundo Lemos e colaboradores (2010) relataram género M. ophthalmocentra
estabeleceram um tema relevante para estudo por apresentar muitos problemas taxondmicos a
serem resolvidos, dessa forma, ocorre em face de sua complexidade, relacionada a ampla
distribuicdo geografica e aos diferentes tipos de habitat em que ocorre, diante do seu elevado
namero de taxons. M. ophthalmocentra Mart. ex Benth. é frequentemente confundida devido
a sua semelhanca com M. arenosa (Willd.) Poir. e M. tenuiflora (Willd.) Visto que, sua
ocorréncia exclusiva do Brasil, especialmente no Distrito Federal, Bahia, Rio Grande do Norte
e Pernambuco, em areas de catinga e cerrado. Trata-se de uma espécie da familia Fabaceae,
conhecida popularmente como jurema de embira, jurema vermelha. Existem apenas relatos
populares indicando o0 uso de suas cascas para tratamento de tosse e bronquite, utilizando um
extrato aquoso obtido por decoc¢do (RODAL et al., 2008; LIMA et AL., 2011).

M. ophthalmocentra conhecida popularmente como Jurema vermelha, vem sendo
bastante pesquisada por ter um elevado valor de importancia, de acordo com os baixos valores
de IVI constatados para a maioria das espécies, refletem a predominancia de individuos de
pequeno porte, ou ainda a presenca de poucos individuos para a maioria das espécies
(ANDRADE et al. 2005).

2.4.4.8 Parapiptadenia rigida Benth.

Conhecida popularmente como Angico vermelho e o seu nome cientifico P. rigida,
possuem uma grande riqueza da parte farmacos, em folhas e casca é utilizadas para devidos
fins: anti microbiano, dor de cabeca, febre e tratamento de pele. Sua fruta € conhecida no Brasil
como abacate, pois as cascas, frutos e folhas sdo usados na medicina popular da América do
Sul para o tratamento de varias doencas, como: distarbios estomacais, diarréia (DING et al.,
2007; ANDREZZA et al., 2008).

Araujo e colaboradores (2014) relataram a P. rigida apresentaram atividades contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo suscetivel gram-positiva foi Staphylococcus
epidermidis e a Gram-negativas foi a Shigella flexneri. Além disso, estudos farmacoldgicos
realizados com a solucdo extrativa de suas folhas confirmam propriedades terapéuticas, como
anti-inflamatoria e analgésica (CHEN et al., 2009). De acordo com Schmidt e colaboradores
(2010) isolaram compostos de P. rigida, esses compostos exibiram efeitos promissores de

cicatrizacdo de feridas num ensaio de raspagem.
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2.4.49 Mimosa tenuiflora Willd

M. tenuiflora conhecida popularmente por Jurema preta € nativa do Nordeste Brasileiro,
onde foi introduzida com sucesso em regifes imidas dos Estados da Paraiba (Brejo Paraibano),
Rio de Janeiro (Baixada Fluminense e Planaltos Fluminenses), Sdo Paulo (Vale do Paraiba do
Sul e Planaltos Paulistas) e Minas Gerais (Norte e Sul de Minas Gerais), sendo conhecida nessas
regidbes como Jurema preta, suas folhas verdes, ou secas, forrageira e servem de fonte de
alimento para ruminantes, possuem alto valor nutricional, contendo aproximadamente 17% de
proteina (Lorenzi, 2000). Suas cascas apresentam alto teor de taninos e flavonoides, com
propriedades anti-hepatotdxica, anti-inflamatdria, antiaterogénica, antialérgica e
antimicrobiana (SANTOS et al., 2010; CRUZ, 2016).

Magalhées e colaboradores (2018) relataram em teste de atividade antioxidante por
TLC identificou compostos fendlicos em todos os extratos da M. tenuiflora. Estudo fitoquimico
com extratos produzidos a partir da casca da jurema, que revelou a presenca de taninos e outros
compostos fenolicos, além da presenga de saponinas e um indicativo de alcaldides. A M.
tenuiflora demonstrou atividade antimicrobiana frente a E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, C.
albicans e C. neoformans (BEZERRA et al., 2009; SOUZA et al., 2018).

De acordo com Valencia-Gomes e colaboradores (2016) a M. tenuiflora mostraram
propriedades potencialmente cicatrizantes, a aplicacéo direta da casca seca em po a leséo, para
tratar queimaduras, feridas e contra a um amplo grupo de microorganismos. O extrato
padronizado de tanino obtido da casca de M. tenuiflora também apresentou excelentes
propriedades terapéuticas para o tratamento de Ulceras venosas da perna e fortes propriedades
antimicrobianas (CRUZ et al., 2016)

2.5 SINERGISMO E METODOS DE AVALIACAO

Alterar o efeito de um medicamento a partir da administragdao anterior, simultanea, ou
posterior de outro € denominado de interagdo medicamentosa. A resposta farmacoldgica a partir
da interacdo pode ser potencializada (sinergismo), diminuida (antagdnica) ou ndo proporcionar
nenhum efeito terapéutico desejado (indiferente) (LEWIS et al., 2002; ULRICH et al., 2009).

Em (2002), Lewis e colaboradores destacavam o crescimento no interesse pelo uso da
terapia baseada na combinacéo de antifingicos, que esta relacionada diretamente ao aumento

dos casos de resisténcias de fungos aos medicamentos atualmente comercializados.
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Embora o National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), atualmente
nomeado Clinical Laboratory Standard linstitute (CLSI) ndo padroniza um método in vitro
para testes de combinacdes de antifingicos, existem varios metodos descritos na literatura, entre
esses, destacam-se os métodos de disco difusdo, checkerboard, time-kill e método epsilométrico
(LEWIS et al., 2002; ODDS et al., 2003; PANKEY et al., 2009; ULRICH et al., 2010).

2.5.1 Método de Checkerboard

Checkerboard é uma das metodologias mais aplicada para a avaliacdo in vitro da
combinacéo de diferentes drogas antimicrobianas, feito diretamente ligado a relativa facilidade
de realizacdo (LEWIS et al., 2002; ODDS et al., 2003; ULRICH-MERZENICH et al., 2010 ).

A interpretacdo do sinergismo a partir da combinacdo de diferentes farmacos é baseada
no Indice de concentracdo inibitoria fracionaria, definido pela soma dos indices de
Concentracdo Inibitoria Fracionada para cada droga, que corresponde a relagédo entre o CIM de
cada droga utilizada em combinacgédo e o CIM da mesma droga testada isoladamente (LEWIS
et al., 2002; ODDS et al., 2003; WAGNER, ULRICH-MERZENICH, 2009).

Lewis et al. (2002) apresentaram quatro paramentos para avaliacdo da interacdo
medicamentosa. O sinergismo ¢ determinado quando o ICIF for <0,5. Medicamentos sdo
considerados aditivos quando o ICIF for > 0,5, mas <1. Indiferente é definida quando o ICIF
for >1 mas <4, e o antagonismo ¢ determinado quando o ICIF for >4.

Ulrich-Merzenich (2009) relataram apenas trés combinacBes sdo estabelecidas.
Sinergismo ¢ determinado quando o ICIF for < 0,5. Moléculas sem interacdo medicamentosa
é definida quando o ICIF for > 0,5 e <4,0. Antagonismo quando o ICIF> 4,0.

As drogas sdo distribuidas em sentidos diferentes a partir das concentracdes
determinadas anteriormente de acordo com as concentracgdes inibitorias minimas de cada droga
sozinha. Em sentido vertical e horizontal de uma placa de microtitulacdo contendo meio liquido,
como apresentado na Figura 5 (LEWIS et al., 2002; ODDS et al., 2003; ORHAN et al., 2005;
WHITE et al., 1996; YAN et al., 2014).



42

Figura 5- Esquema da distribui¢ao de duas drogas diferentes para avaliacdo do sinergismo. Droga A colocada na

vertical e diluida em sentido horizontal da direita para esquerda. Droga B colocada na horizontal e diluida em

sentido vertical de cima para baixo.
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Fonte: Araujo, 2016

A forma das dilui¢cGes em série, as menores concentragfes das drogas sdo encontradas

nos eixos de encontro das linhas ordenadas e abcissas da placa de microtitulacdo, conforme

Figura 6 (ORHANEet al., 2005).

Figura 6 — Método de Checkerboard resultante da combinacéo de duas drogas. Concentragdes compreendidas no
encontro dos eixos de da ordenada e abcissas (UL.mL™2).
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De acordo com Lewis et al., (2002) o teste de Checkerboard apesar de ser apenas um

indicador da inibicdo em apresentar uma medida relativa da poténcia da combinagéo entre

diferentes farmacos, é um dos métodos mais utilizados, por interpretacdo e por sua facilidade

de realizacéo.
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2.5.2 Método de Time-Kill

Método de avaliacdo in vitro de interagdo medicamentosa de agentes atimicrobianos,
pois metodologia realizada por macrodiluigdo de acordo com as normas do National Committee
for Clinical Laboratory Standards (PETERSEN et al., 2006; WHITE et al., 1996;).

Investigar a concentracdo do farmaco e a morte dos micro-organismos em diferentes
intervalos de tempo do ensaio. O nimero médio de col6nias (UFC/mL) obtidas com a droga
combinada e sozinha é comparado com o controle sem a droga. Os resultados sdo expressos em
log de UFC/mL (PANKY et al., 2009; WHITE et al., 1996).

Sinergismo ¢é determinado quando acontece a redu¢dao >100 vezes da quantidade de
colbnias em contato com os farmacos associados em comparagdo ao inoculo no farmaco
isolado, ap6s incubacdo de 24 horas. Tratamento combinado categorizada como indiferente
quando a mudanga <10 vezes na contagem das col6nias em contato com os farmacos
combinados em comparacdo ao indculo no farmaco isolado, apo6s incubacdo de 24 horas.
Antagonismoforma quando o aumento >100 vezes da quantidade de colonia em contato com os
farmacos combinados em comparagéo ao inoculo no farmaco isolado, ap6s 24 horas (WAYNE
etal., 1999; WHITE et al., 1996).

Apesar de demonstrar bons resultados com utilidade para a iniciacao terapéutica, o time-
kill apresenta a desvantagem de ser um método intenso (laboriosos)(PANKEY et al., 2009;
WHITE et al., 1996).

2.5.3 Método Epsilométrico (e-test)

Com relacdo as metodologias de checkerboard e time-kill, 0 método que utiliza uma fita
graduada nomeada E-test € o mais simples e requer uma quantidade menor de materiais,
podendo também permitir a avaliagdo do sinergismo entre duas moléculas diferentes in vitro
(BONAPACE et al., 2000; WHITE et al., 1996).

As tiras de E-test sdo colocadas em &gar numa formacdo cruzada, com um angulo de
90°na interseccdo entre as escalas em suas respectivas CIM para o organismo e incubadas
durante 18 horas a 35°C, como apresentado na Figura 7 (BONAPACE et al., 2000; WHITE et
al., 1996).
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Figura 7 — Método E-test para a determinacdo da interacdo medicamentosa de dois fa&rmacos diferentes.
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Fonte: WHITE et al., (1996)

Os paramentos que caracterizam sinergismo ou antagonismo entre diferentes moléculas
sdo determinados em calculo através do somatorio dos indices de concentracdo inibidora
fracional (ICIF) (BONAPACE et al., 2000; LEWIS et al., 2002).
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 CULTURAS FUNGICAS

Nos ensaios, foram utilizadas trinta espécies de candida, sendo oito C. albicans, cinco
C. tropicalis, oito C. krusei, oito C. parapsilosis, oito C. glabrata e oito C. guilliermondii
estocados da Colecdo de Cultura URM da Universidade Federal de Pernambuco.

3.3.1 Identificagao dos isolados por Espectrometria de Massas (MALDI-TOF MS)

Os isolados foram cultivados em Sabouraud dextrose agar e incubados a 37°Cdurante
24 horas. Ap0Os o crescimento, trés a cinco colbnias de cada isolado de levedura foram
transferida para um tubo Eppendorf contendo 300 mL de agua destilada, e em seguida a
suspensao foi homogeneizada em vortex por 1 minuto. Na sequéncia, 900 pL de alcool absoluto
foi adicionado em cada Eppendorf e homogeneizado. As amostras foram centrifugadas durante
2 min a 13000g e o sobrenadante foi removido.

Apos a formacéo do pellet, 50 pL de &cido formico a 70% e um volume equivalente de
acetonitrila foi adicionado misturados em vortex e posteriormente centrifugado por 2 min a
13000 g.

Do sobrenadante de cada isolado, 1L foi adicionado em duplicata no interior do spot
da placa em aco do MALDI, e mantidos a temperatura de 27°C. Posteriormente, foi recoberto
com 1pL da matriz orgénica contendo uma solucdo saturada de a-ciano-4-acido hidroxi-
cindmico em 50% de acetonitrila e 2,5% de &cido trifluoroacético.

As placas foram secas em temperatura de 27°C e introduzidas no espectrémetro de
massas (MALDI-TOF Autoflex Il Bruker Laser nd:yag smartbeam, Bruker Daltonics Inc.,
USA/Germany) para em seguida ser obtido os espectros protéicos.

Os espectros para determinacédo do perfil protéico dos isolados foram obtidos através do
laser Nd:YAG (neodymium-doped yttrium aluminium garnet; Nd:Y3Als012) de 1064nm, onde
a intensidade do laser foi ajustada acima do limiar para a producédo de ions. Para calibracdo foi
usado um kit protéico (protein calibration standart I, Bruker Daltonics, Bilerica, MA, USA)
com conhecidos valores de massa das proteinas, usado para calibracao.

A variacdo de massa entre 2.000 a 20.000 Da foi registrado usando modo linear com
pulso de 104 ns em uma voltagem de +20 kV. Espectros finais foram gerados através da soma
de 20 tiros de laser acumulados e 50 perfis produzidos por amostra, levando a um total de

10.800 disparos de laser somados por espectro. A lista de picos sera exportada ao software
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MALDI Biotyper™ 3.0 (Bruker Daltonics, Bremem, Germany) e as identificacOes finais
baseadas em cada pico espectro (MC TAGGART et al., 2011).

McTaggart et al. (2011) Identificaram por Espectrometria de Massas MALDI-TOF MS
um total de 160 isolados de levedura, incluindo 137 Cepasde Cryptococcus, 23levedurasde
outras especies como C. albicans,C.glabrata, C. dubliniensis, Rhodotorula mucilaginosa e S.

cerevisiaee 25 estirpes de referéncia.

3.2 MATERIAIS VEGETAIS

Os materiais vegetais de espécies comuns no Nordeste brasileiro foram coletados em
trés estados (Pernambuco — PE; Paraiba — PB ou Rio Grande do Norte — RN) em 2009 e 2010

como apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Plantas medicinais do Nordeste brasileiro selecionadas para o estudo.

Nome boténico Nome Parte Estado de Instituto de
Popular usada Coleta identificacdo Exsicata

Eugenia uniflora Pitangueira F RN UFRN11763
Libidia férrea Pau ferro C PE IPA-PE 86678
Psidium guajava Goiabeira C RN UFRN 8214
Persea americana Abacateiro CcC PE IPA-PE 52805
Anadenanthera Angico F RN UFRN 38384
colubrina
Schinus Aroeira CC PB IPA 8758
terebinthifolius
Mimosa Jurema CcC PB IPA-PE 83114
ophthalmocentra
Parapiptadenia Angico CcC PB IPA-PE 83115
rigida
Mimosa tenuiflora Jurema preta CcC PE IPA 83113

Parte usada: F: folhas; C: cascas; CC: Cascas € Caule.
3.2.1 Preparacao dos extratos brutos (EB)

O material vegetal seco e moido foi levado a um liquidificador industrial (Metvisa®,

Brazil) por 20 minutos, sendo 4 ciclos extrativos 30 segundos e intervalos de 5 minutos entre
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cada ciclo. Para cada 50 g de material vegetal, foram adicionados 500 mL de agua ou a mistura
acetona/agua (1:1 ou 7:3; v/v) como liquidos extratores, na proporc¢édo de planta: solvente 10%
(p/v). Apbs obtencdo, os extratos foram filtrados e concentrados em evaporador rotatorio
(IKA®, Germany) sob pressdo reduzida (40 °C). Por fim, os extratos foram congelados em
freezer a 80 °C durante 3 dias e liofilizados (Liobras®, Brazil), obtendo-se assim os extratos
brutos (EB) (MORAES et al., 2017).

3.2.2 Obtencéao da fracao acetato de etila (FAE) e fragdo aquosa (FAQ)

O extrato bruto total foi disperso em agua destilada e particionado 10 a 12 vezes com
acetato de etila (MORAES et al., 2017). As fases acetato de etila foram reunidas, concentradas
em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida até eliminacdo total do solvente orgénico,
congeladas e liofilizadas, sendo obtidas as fracGes acetato de etila (FAE). A fase aquosa restante

foi concentrada, congelada e liofilizada, obtendo-se a fracdo aquosa.
3.2.3 Caracterizacgado dos extratos brutos

Os extratos brutos/fracdes foram caracterizados quanto ao teor de polifenois totais por
espectrofotometria no ultravioleta-visivel e por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), de acordo com metodologias preconizadas pela Farmacopeia Brasileira 52 Edi¢do com
algumas adaptac6es (BRASIL, 2010 e BEZERRA et al. ,2017).

3.2.4 Atividade antifuncica dos extratos in vitro

A determinacdo da CIM seguiu o protocolo do documento M27-A3 (CLSI, 2008). O
meio de cultura utilizado para a realizacao dos testes foram RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA)
tamponado com &cido morfolino-propano-sulfénico (MOPS) e ajustado em pH 7 £ 0,1. A FAE
e a FAQ dos metabolitos de interesse foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) e &gua
destilada, respectivamente. Em seguida foram avaliados em concentragdes variando de 4 a
2.048 pg.mL? frente aos isolados clinicos de Candida. Os antiflingicos comercialmente
disponiveis avaliados foram a anfotericina B (Bristol-Myers Squibb) diluida em DMSO e
fluconazol (Pfizer) preparados em &gua destilada em concentra¢des variando de 0,015 a 16
g.mLte 0,125 a 64 g.mL* para anfotericina B e fluconazol respectivamente.

As leveduras foram mantidas em meio Sabouraud Dextrose Agar suplementado de

extrato de levedura e incubadas a 35°C por 24 horas. As suspensdes dos isolados foram
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preparadas em solucdo salina (8,5 g/L) e a densidade foi ajustada de acordo com a escala 0,5
de MacFarland em 90% da transmitancia utilizando um espectrofotdmetro a 530 nm.

Em seguida foram realizadas diluicbes em série do indculo, primeiro de 1:100 (2,5-
5x108 UFC.mL 1) em salina e depois em meio liquido RPMI 1640 de 1:20 (1,0x10° UFC.mL™}).

Os testes de sensibilidade foram realizados em placas de microtitulagéo planas com 96
pogos (TPP; Trasadingen, Suica). Os indculos foram adicionados aos pog¢os com 0S
antifungicos, e as placas incubadas a 35°C por 24 horas. As CIM’s foram determinadas em
relacdo aos pocos controles em 100% e 50% para anfotericina B e fluconazol (LEWIS et al.,
2002; ODDS et al., 2003).

3.2.5 Sinergismo

Seguindo o protocolo do documento M27-A3 (CLSI, 2008), porém, modificando a fase
da preparacédo das placas, para dessa forma, combinar o extrato bruto mais os antifingicos
convencionais (LEWIS et al., 2002; ODDS et al., 2003; ULRICH — MERZENICH et al., 2009).

Os antiflngicos comercialmente disponiveis avaliados foram a anfotericina B colocado
na placa com a concentracdo variando de 16 pg.mL? a 0,25 ug.mL? e Fluconazol em
concentragdes variando de 32 pg.mL*a 0,5 pg.mL™2. A fracdo de Schinus terebinthifolius foi
preparada em uma concentragéo entre 0,5 pg.mL™*a 128ug.mL™.

O parametro para avaliacdo da interacdo medicamentosa seguiu 0 modelo de Lewis et
al. (2002). O sinergismo foi determinado quando o ICIF for <0,5. Foram considerados Aditivos
quando o ICIF foi > 0,5 e <1, indiferentes quando o ICIF for >1 ¢ <4 ¢ o Antagonismo foi

determinado quando o ICIF for >4.
3.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VIVO

A atividade antifungica in vivo do metabolito de interesse mais efetivo, de acordo com
os testes in vitro, foi analisada atraves de um modelo de infeccdo experimental de candidiase
em ratos Wistar convencionais com oito a 12 semanas de idade, pesando 250 g, obtidos no
biotério do Departamento de Farmacologia e Fisiologia do CCS/UFPE.

Modelo murino neutropénico foram realizados para se atingir a candidiase disseminada
de acordo com Andes et al. (2008). A neutropenia nos animais (contagem de celulas polimorfos
nucleares <100/mm?) foi induzida através de aplicagdo subcutanea de ciclofosfamida (Mead
Johnson Pharmaceuticals, Evansville, IN) quatro dias antes da infec¢do fungica (150 mg/Kg de

peso corpdreo), um dia antes da infeccéo (75 mg/Kg) e dois dias apds a infecgdo (75 mg/Kg).
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A contagem total de leucécitos no sangue dos animais foi realizada para confirmar a
imunossupressao (ANDES et al., 2008).

O inoculo fungico foi realizado em C. glabrata, preparado em 5 mL de solucdo salina
esterilizada a 0,9% com 10’ células/mL ajustada em espectrofotdmetro. A candidiase
disseminada foi alcangada pela injegéo de 0,1 mL do inoculo via veia caudal 24 horas antes do
inicio da terapia com o extrato, em seguida foram feitos exames para verificar se 0 mesmo
estava infectado.

O metabolito extrato diluido em phosphate buffered saline (PBS) foi administrado por
via oral em uma concentragdo de 500 mg.Kg?, por 2 dias consecutivos ap6s o desafio a partir
da infeccdo por um dos isolados de espécie de C. glabrata. Os grupos foram divididos em: (G1)
= apenas imunossuprimido; G2 = imunossuprimido infectado; G3 = imunossuprimido infectado
+ tratado com fluconazol; G4 = imunossuprimido infectado + tratado com anfotericina B e G5
= imunossuprimido infectado + tratado com extrato vegetal.

A eficécia do &cido galico e o extrato bruto de E. uniflora, foram avaliadas através do
prolongamento da taxa de sobrevivéncia dos animais e pela auséncia de células de leveduras
nas amostras de sangue analisadas. Para estudo de sobrevivéncia, 0s animais foram observados
diariamente por 28 dias a partir do inicio da infeccdo. Amostras de 2 mL de sangue caudal
foram coletados e analisadas em um, trés, sete e quinze dias apo6s desafio em todos os animais
sobreviventes. Apds o término o0s animais sobreviventes foram eutanasiados em camara de COz.

Os exames micoldgicos foram realizados com a preparacao de laminas clarificadas com
hidroxido de potassio, e cultura em agar Sabouraud. Apds o retrocultivo foi realizado a
confirmacéo taxonémica por espectrometria de massa MALDI-TOF MS.

Um total de vinte e quatro ratos Wistar com média de peso de 200-250g mantidos em
jejum de 12 horas antes dos ensaios. Os animais receberam5g. Kgdo extrato bruto de E.

uniflora Act/Aq (1:1) por via oral, e foram acompanhados por30 dias (ALVES et al.,2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PERFIL QUIMICO DE E. UNIFLORA L.

De acordo com o perfil cromatografico do composto Acetona: Agua (1:1) de E.
uniflora por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD), foi observado a presenca
de &cido gélico e flavondide com teores de 0,229% 0,489% respectivamente, Os tempos de
retencdo (TR) para Acido galico e Flavondide nestas amostras foram 10,2 min Pico 1 e 23,5
min Pico 3(Figura 8).

Figura 8 — Perfil cromatografico de Eugenia. uniflora por CLAE-DAD. Teores calculados por CLAE: Pico 1:
acido gélico: 0,229%. Pico 3: flavondide: 0,489%.
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Alves e colaboradores (2014) através de analise quimicado extrato etanolicode
E.uniflora revelaram a presencade fenoistriterpenos, eantraquinonas. Para extratos preparados
em hexano pode ser observada a presenca deflavonas,xanthones, flavondides,
esterdideslivres,antraquinonas etriterpenes.

Bagetti et al. (2011) em estudos fitoquimicosda fase acetato de etilo proveniente do
extrato etandlico de folhas de E. uniflora foram isolados e identificados quatro compostos
bioativos: acido galico, miricetina, quercetina e galato de metila, a caracterizacao fisico-
quimica de E. uniflora apresenta grande quantidade de compostos fenolicos, os quais estdo

diretamente ligados a sua capacidade antioxidante e os tipos de coloragédo que o fruto apresenta.
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Ghosh et al. (2015) isolaram a partir da folha de E. uniflora seis compostos: acido galico,
galato de etila, galato de metila, catequina e flavonoéides. Assim como Chen e colaboradores
(2016), Santos et al. (2010) identificaram das folhas de E. uniflora presenca de acido gélico.

Segundo Reis et al. (2016) os compostos fendlicos sdo substancias relevantes que sevem
para mecanismos de defesa da planta contra fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos,

moluscos e animais superiores, podendo servir de antiflngico e antibacteriano.

4.2 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS DE CANDIDA POR ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (MALDI-TOF MS)

Todos os isolados foram identificados por Espectrometria de Massas MALDI-TOF ao
taxo de espécie. Dos isolados analisados, trinta espécies de Candida., sendo cinco amostra de
cada espécie incluindo C. albicans,C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata e C.
guilliermondii.

Atraveés da Espectrometria de Massas MALDI-TOF, McTaggart e colaboradores (2011)
identificaram um total de 160 isolados de levedura, incluindo137Cepasde Cryptococcus 23
levedurasde outras espécies como C. albicans, C. dubliniensis, Rhodotorula mucilaginosa e
Saccharomyces cerevisiae.

Segundo Angeletti (2016) a espectrometria de massas permite que comparacdes de
isolados com os espectros de referencia com cepas catalogadas facilitam a identificacdo do

fungo com maior rapidez.

4.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE
PLANTAS MEDICINAIS

De acordo com os dados obtidos dos extratos brutos dos diferentes vegetais, frente as
seis especies de Candidas a fracdo act/aq de E. uniflora apresentou a melhor CIM, variando de
4pg.ml™t a 32ug.ml?. O extrato aquoso apresentou CIM 64 pg/ml™ a 512 pg.ml* e o composto
etanolico 32 pg.ml* a 128 pg.mIt como mostra a (figura 9).

O extrato aquoso de S. terebinthifolius teve a CIM de 128 pug.ml* a 1024 pg.ml?, jao
etandlico foi compreendido 32 pg.ml* a 2048 pg.ml? e o extrato fragdo act/ag em 32 pg.mlt a
1024 pg.ml? p. guajava teve a CIM para extrato aquoso em 32 pg.mlt a 1024 pg.ml?, o

etanolico apresentou valores de 128 pg.ml™ a 1024 ug.ml™, e o acetato aquoso 32 pug.ml* a 256

ug.ml2,
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Figura 9 — Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em pg/ml.

Concentracio Imibitéria Minima (CIM) em pg/ml
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O extrato fracdo act/aq obtido do vegetal P. Americana obtiveram a concentracao
inibitoria minima 128 pg.ml™? - 512 ug.mit e 64 pg.ml! - 246 pg.ml?, e o composto acetato
aquoso foi determinado a CIM entre 32 pg.ml™* a 128 pug.ml?, como demonstrado na tabela 03



Tabela 3 - Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) em pg/ml de Extratos Brutos, Acido gélico, Anfotericina B e Fluconazol, frente a Isolados Flngicos
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C. albicans 64 128 32 128 32 64 512 128 32 1024 128 32 512 128 32 64 0,5 32
C. tropicalis 256 128 32 512 256 64 256 256 128 256 128 32 512 256 64 32 0,25 16
C. Kkrusei 64 64 8 1024 512 256 256 32 64 256 128 32 256 256 64 16 0,5 16
C. glabrata 64 32 4 2048 2048 1024 128 64 32 64 128 16 128 128 32 16 0,5 32
C.guilliermondii 128 128 16 256 128 32 128 256 32 256 128 64 128 64 32 32 0,25 16
C. parapsilosis 512 128 64 256 256 128 512 256 128 512 1024 256 256 256 128 64 0,5 16

Ag* = aquoso, Act/Ag* = acetato aquoso, ET*= etanélico, AmB*¥ = Amphotericina B, FLUT = Fluconazol.
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4.4 AVALIACAO DO SINERGISMO DEE. UNIFLORA E ACIDO GALICO EM
COMBINACAO COM ANFOTERICINA B E FLUCONAZOL

Os antifungicos comercialmente disponiveis avaliados foram a anfotericina B em
concentracio variando de 16 g.mL2a 0,25 g.mL™ e fluconazol em concentracdes variando de
32 g.mLta0,5g.mL™ O extrato bruto de E. uniflora - Act/Aq e &cido galico foram preparados
em uma concentragdo entre 128g.mL*a 0,5 g.mL™.

A interpretacdo do sinergismo da combinagdo do extrato com os farmacos foi baseada
em um calculo atraves do somatorio dos indices de Concentracdo inibidora fracional (ICIF).

Quando testados frente a combinacdo com anfotericina B todos os isolados
apresentaram ICIF>4, caracterizando antagonismo. Entretanto a combinacdo de E. uniflora
Act/Ag com fluconazol apresentou aditiva, com o ICIF > 0,5 e < 1. Nenhuma combinag&o

apresentou sinergismo para os isolados analisados, tabela 04.

Tabela 4 - Avaliagdo do Sinergismo de Eugenia uniflora L.e Acido Galico combinado com Anfotericina B
(AMB) e Fluconazol (FLU). Frente a isolados de fungico de Candida spp
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C. albicans 0.625 Aditivas >4 Antagbnicas >4  Antagbnicas >4  Antagonicas
C. tropicalis 0.625 Aditivas >4 Antagbnicas >4  Antagbnicas >4  Antagonicas
C. krusei 0.625 Aditivas >4 Antagbnicas >4  Antagbnicas >4  Antagonicas
C. glabrata 0.625 Aditivas >4 Antagbnicas >4  Antagbnicas >4  Antagonicas
C. guilliermondii  0.625 Aditivas >4  Antagbnicas >4  Antagbnicas >4  Antag0nicas
C. parapsilosis 0.625 Aditivas >4 Antagbnicas >4  Antagbnicas >4  Antagonicas

Fonte:
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45 ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VIVO DO EXTRATO BRUTO DE E. UNIFLORA

Ap0s a imunossupressdo de ataque e as seguidas imunossupressdes de manutencao todas

as cobaias se apresentaram neutropénicos, de acordo com a contagem de leucocitos, variando

de 0,11 a 0,52x10%/uL, e diminuicdo na contagem de plaquetas (134-205 103/pL). Os
parametros bioquimicos apresentaram valores normais para aspartato aminotransferase (AST)
(68,1-86,8 U/L), alanina aminotransferase (ALT) (37,97-46,35 U/L)e uréia (43,11-45,52

mg/dL).Esses dados podem ser observados na tabela 05.

Tabela 5 - Parametros Hematologicos e Bioquimicos de ratos Wistar fémeas antes da infecgdo. Valores
expressos em média +. Desvio padrdo e (n) — ndmero de animais.

Parametros  *G1 - Media **G2 - 1G3 - MG4 - *¥G5 - Media Valores de
(Unid.) (n) D.P.(n) MediaD.P. Media Media D.P. (n) referéncia
(n) D.P. D.P. (n)

(n)
Leucocitos 507 +£0,75 10,61 + 9,71+066 8,760,334 9,31%+0,09 4,96 + 1,55
(10°/uL) (8) 0.68 (8) (8) 8) ®)
Hemaécias 6,75+£0,74 759+058 6,68+£056 6,056+049 6,02+0,32 5,21 -8,83
10°uL) (8) (®) (8) (8) (®)
Hemoglobina 12,325+ 10,4 £ 0,42 12,11 + 13,55 + 13,2 +0,26 14,33+ 1,19
(g/d) 1,25 (8) (8) 1,10 (8) 1,20 (8) (8)
Hematécrito 35,37 + 3,79 35,55 + 36,03 £ 36,1+850 36,93+1,76 40,52 + 3,77
(%) 8 1,37 (8) 3,24 (8) ®) (€))
VCM (f) 52,42 £ 0,72 53,25 51,81 % 51,95 + 51,81 +1,40 50,97 £ 2,00
(8) 1,90 (8) 2,24 (8) 15,57 (8) (8)

CHM (pg) 18,275 17,95 + 18,03 £ 17,86 £ 18,2 £ 0,08 18,23 £1,75

0,17 (8) 0,86 (8) 0,46 (8) 0,45 (8) (8)
CHCM 34,85 £ 0,37 35,675 + 35,21 + 35,03 £ 35,05 + 0,85 35,76 + 3,87
(g/dL) (8) 0,72 (8) 0,61 (8) 0,52 (8) (8)
Plaquetas 157 £ 62,89 205 +90,5 1715+ 134 + 192,833 + 971 +£140
(10%uL) (8) (8) 16,54 (8) 81,27 (8) 24,75 (8)
Neutrdfilos 1,08 £0,17 424+024 3,15+0,21 2,26+021 2,08+0,201 1,86 £0,99
(10°/uL) (8) ®) 8) 8) ®)
Linfocitos 6,50 +0,11 9,49+041 752+0,19 6,47+016 7,43+0,14 6,76 = 2,57
(10°/uL) 8 ®) ®8) ) ®)
Mondcitos 0,29 = 0,520 2,035 £ 1,213 + 1,171 + 0,196 £ 0,403 0,067 £ 0,061

10°/uL) (8) 0036(8)  0420(8) 0,486 (8) ®)
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Eosindfilos 0,020 + 0,095 + 0,058 + 0,041+  0,048+0,008 0,010 + 0,023
(10°/uL) 0,009 (8) 0,017(8) 0,007 (8) 0,006 (8) (8)

Basofilos 005+004 002+002 002+  002+003 0,02:+0,00 0,01+ 0,03
(10%uL) (®) (®) 0024(8) (8 (®)

AST/TGO  868+17,69 681+ 79,61 + 9246+  692+2396 107,87 +53,96
(UIL) (8) 12,82(8)  1795(8) 18,21 (8) (8)

ALT/TGP 4635+95 37,97+ 42,96 + 4356+  40,65+307  4547+923
(UIL) (8) 4,38 (8) 3,20 (8) 3,83 (8) (8)

Uréia 43,75+£539 4552+ 44,36 + 4653+  4311+20,02 39,17 £6,43
(mg/dL) (8) 4,68 (8) 3,85 (8) 3,25 (8) (8)

Creatinina 052+005 054+005 0,65+005 086+005 0,530,05 0,57 £0,19
(mg/dL) 8 (8) (8) (8) (8)

Legenda: *G1 = apenas imunossuprimido; **G2 = imunossuprimido + infectado; 'G3 = imunossuprimido +
infectado + tratado com fluconazol; "G4 = imunossuprimido + infectado + tratado com anfotericina B e ¥*G5 =
imunossuprimido + infectado + tratado com extrato de E. Uniflora.

As culturas realizadas com sangue dascobaias ap0s 24 horas da infeccdo foram obtidas
para C.glabrata, apresentando um crescimento a 37°C. Na microscopia foram visualizadas
celulas de leveduras. A identificacdo do isolado foi confirmadapor MALDI-TOF MS.

No segundo dia de tratamento, as culturas dos grupos tratados com anfotericina B,
fluconazol e com o extratobruto deE. Uniflora Act:Aq (1:1) foram negativas, ndo havendo
crescimento fungico, sendo evidenciado a eficacia na terapia da candidiase.

Na avaliacdo hematologica apds o tratamento as cobaias ainda apresentaram reduzida
quantidade de Linfocitos devido & imunossupressdo. Os parametros bioquimicos AST, ALT e
uréia permaneceram dentro dos valores de referéncia para todos os grupos tratados como

apresentado na tabela 06.

Tabela 6 - Parametros Hematologicos e Bioquimicos de ratos Wistar fémeas apois o tratamento da infeccéo.
Valores expressos em média . Desvio padrdo e (n) — nimero de animais

Parametros *G1 - Media **G2 - 1G3 - Media WG4 - ¥G5 - Media Valores de
(Unid.) (n) D.P.(n) MediaD.P. D.P. Media D.P. D.P. (n) referéncia
(n) (n) (n)
Leucécitos 1,31+£0,60 1,43 (1) 058+034 0,61%0,29 0,62 £ 0,40 4,96 + 1,55
(103/ uL) (8) (7 8 @)
Hemaécias 6,14 + 0,69 6,92 (1) 7,98 £ 0,23 7,91 +£0,54 7,16 £ 0,92 5,21 -8,83
(106/ uL) (8) (7 8 )
Hemoglobina 13,02 + 0,76 13,9 (1) 13 +£0,62 12,56 £ 12,94 £ 0,68 1433 £1,19
(9/d) (®) - 1,33 (8) ™

Hematécrito  3552+2,19  409(1)  3554+221 3543+  3698+234  4052+377
(%) (8) @) 8,09 (8) @)



VCM (f)
CHM (pg)

CHCM
(g/dL)

Plaquetas
(10°/uL)
Neutrofilos
(10°/uL)
Linfécitos
(10°/uL)
Monécitos
(10°/uL)
Eosin6filos
(10°/uL)
Basofilos
(10°/uL)

AST/TGO
(UL)

ALT/TGP
(U/L)
Uréia
(mg/dL)

Creatinina
(mg/dL)

54,07 1,32
(8)
18,37 £0,17
(8)
35,07 +£0,27
(8)

285 + 55,07
(8)

0,42 +0,17
(8)
0,27 + 0,09
(8)

0,04 +0,02
(8)

0,01 +0,00
(8)

0,02 +0,01
(8)
88,57 +
15,24 (8)
45,77 +7,51
8)
43,92 +2,70
(8)

0,2 +0,05
8

59,1 (1)

20,1 (1)

34,0 (1)

395 (1)

0,77 (1)

0,32 (1)

0,29 (1)

0,02 (1)

0,01 (1)

95,5 (1)

34,2 (1)

44,9 (1)

0.2 (1)

51,5+ 1,64
(7
18,44 £ 0,16
(7
35,36 + 0,97
(7
208,4 + 51,27
(7
0,21+0,23
(7
0,50 + 0,07
(7

0,20+0,38
(")

0,01 +0,00
@)

0,02 +0,01
)
120,82+11,03
@)
46,54 + 5,12
@)
45,02 + 2,42
()

0,22 +0,04
()

52,08 +
2,91 (8)

18,11 +
0,32 (8)
35,03 =
0,52 (8)
261,66
+61,84 (8)

0,268 +
0,16 (8)

0,478 +
0,16 (8)

0,19 0,37
(8)
0,03 + 0,02
8
0,02 +0,01
8
119,63
+14,60 (8)

42,31+
2,34 (8)
44,53 +
3,25 (8)
0,28 + 0,04
8

51,94 +2,05
O
18,48 +0,31
)
35,32 + 0,69
)
310,6 + 81,84
)
0,286 + 0,18
)

0,42 +0,08
@)

0,27 +0,52
)
0,05+ 0,04
)

0,10 0,09
@)
120,14+13,48
@)
39,42 +2,95
@)

43,8 +21,30
O
0,28 + 0,04
@)
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50,97 + 2,00

18,23 +1,75

35,76 + 3,87

971 £ 140

1,86 £ 0,99

6,76 + 2,57

0,067 + 0,061

0,010 + 0,023

0,01 +£0,03

107,87 =
53,96
45,47 +9,23
49,17 + 6,43

0,57 +£0,19

Legenda: *G1 = apenas imunossuprimido; **G2 = imunossuprimido + infectado; 'G3 = imunossuprimido +
infectado + tratado com fluconazol; G4 = imunossuprimido + infectado + tratado com anfotericina B e ¥G5 =

imunossuprimido + infectado + tratado com extrato deE.uniflora.

Analise da sobrevida apdés a infeccao foi calculada pelo método de Kaplan-Meier, sendo

demonstrando que o grupo de ratos tratados para candidiase com E.uniflora (G5) apresentou

diferenca estatisticamente significante quando comparados com o grupo G3 e G2, apresentando

valor de Log-rankp<0,05. Porém, ndo houve diferenca significante (p>0,05) quando comparado

com o grupo tratado com anfotericina B, como demonstrado no gréfico da (Figura 10).
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Figura 10 — Sobrevivéncia acumulada a partir do primeiro dia da infec¢do entre os diferentes grupos de animais.
G1 = apenas imunossuprimido; G2 = imunossuprimido+ infectado; G3 = imunossuprimido infectado + tratado
com fluconazol; G4 = imunossuprimido infectado + tratado com anfotericina B e G5 = imunossuprimido
infectado + tratado com extrato de E.uniflora)
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Na avaliacdo in vivo, ap0s a imunossupressdo de ataque, todas as cobaias se
apresentaram neutropénicos, de acordo com na contagem de leucdcitos. Os pardmetros
bioquimicos apresentaram valores normais.

Culturas realizadas com sangue das cobaias ap0s 24 horas de infeccdo foram positivas
para C. glabrata. A identificacdo do isolado foi confirmada por MALDI-TOF MS.

Na avaliacdo hematoldgica as cobaias ainda apresentaram reduzida quantidade de
Linfocitos devido a imunossupressdo. Os parametros bioquimicos permaneceram dentro dos
valores de referéncia para todos os grupos tratados.

Para determinar a taxa de sobrevivéncia das cobaias foram acompanhadas por 28 dias
contados a partir do primeiro dia da infec¢do. O tratamento foi iniciado 24 horas seguintes a
infeccdo. Para o acido galico, apos a infeccdo foram observadas mortes em todas as cobaias do
grupo G2 entre 0 3° e 0 10° dia. Dois ébitos no grupo G3 no 8° dia, e um ébito no grupo G5 no
quarto dia. Para o extrato bruto de E. uniflora, apos a infeccdo foram observadas mortes em
todas as cobaias do grupo G2 entre 0 2° e 0 11° dia. Trés obitos no grupo G3 no 7° dia, e um

6bito no grupo G5 terceiro dia.
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4.6 TOXIDADE

A toxidade avaliada por dose letal (DLso) foi determinanda através de um total de oito
ratos Wistar com média de peso de 200-250 g mantidos em jejum de 12 horas antes dos ensaios.
Os animais receberam 5 g.Kg* da fracdo de E. uniflora por via oral, e foram acompanhados
por 30 dias (PIRES et al., 2004).

A fracdo de E. uniflora que apresentou a melhor concentragéo in vitro, frente aos
isolados de C. glabrata ndo apresentou toxidade em teste in vivo por DLsp. N&o foram
observadas mortes nas cobaias (n=8) ap6s a administracio de 5 g.Kg™? por via oral e

acompanhados por 30 dias.
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5 CONSIDERACAO FINAL

As seis espécies de Candida apresentaram dose dependente, in vitro, ao fluconazol.
Extratos obtidos das plantas medicinais do Nordeste brasileiro; folhas de E. uniflora L., P.
americana Mill; eP.guajava L; cascas do caule de L. ferrea (Mart. ex Tul.), E.uniflora L;
apresentam atividade antifangica in vitro, frente as espécies de Candida, sendo os extratos de
E. uniflora L.os que apresentaram maior atividade antimicética. O extrato obtido de E.uniflora
L.Apresentou menor atividade antimicotica, portanto melhores CIM frente isolados de Candida
quando comparado com as outras espécies de plantas.

No modelo de candidemia experimental o extrato de E. uniflora apresentou resposta
terapéutica mais efetiva do que fluconazol e com valores estatisticamente significantes, nao
apresentando toxidade aguda em modelo animal. Entretanto, nenhum extrato apresentou
sinergismo quando combinados com os antifangicos anfotericina B e fluconazol.

A combinacao de extrato de E.uniflora L. com fluconazol se demostrou aditiva para o0s
cinco isolados de Candida, pois apresentando melhor resultados em C.glabrata, referente as
outras espécies de Candida.

Do extrato de E.uniflora L. foi isolado Acido galico, onde apresentou capacidade
atinfungica para os isolados das espécies de Candida, sendo melhor resultado em C.glabrata

demonstrando relevancia para futuras pesquisas na formulagdo prara novos farmacos.
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