e~
e~
[ [

|

Sé

s
2

US IMPAVIDA
[ A ]

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA DE FUNGOS

ADRYELLE IDALINA DA SILVA ALVES

POTENCIAL ANTIFUNGICO DE COMPOSTOS VEGETAIS FRENTE A
BIOFILMES DE Aspergillus fumigatus

Recife

2019



ADRYELLE IDALINA DA SILVA ALVES

POTENCIAL ANTIFUNGICO DE COMPOSTOS VEGETAIS FRENTE A
BIOFILMES DE Aspergillus fumigatus

Recife

2019



ADRYELLE IDALINA DA SILVA ALVES

POTENCIAL ANTIFUNGICO DE COMPOSTOS VEGETAIS FRENTE A
BIOFILMES DE Aspergillus fumigatus

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Biologia de Fungos
do Departamento de Micologia do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco,
como parte dos requisitos parciais para a
obtencdo do titulo de Mestre em Biologia
de Fungos.

Area de Concentracéo: Biodiversidade

Orientadora: Profé. Dr2. Oliane Maria Correia Magalhées

Co-orientador: Prof. Dr. Antdnio Fernando Morais de Oliveira

Recife

2019



Catalogacéo na fonte
Elaine C Barroso
(CRB4 1728)

Alves, Adryelle Idalina da Silva
Potencial antifungico de compostos vegetais frente a biofilmes de Aspergillus

fumigatus/ Adryelle ldalina da Silva Alves — 2019.

76 f.: il., fig., tab.

Orientadora: Oliane Maria Correia de Magalhaes

Coorientador: Antonio Fernando Morais de Oliveira

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro
de Biociéncias. Programa de Pds-Graduacdo em Biologia de Fungos,
Recife, 2019.

Inclui referéncias

1. Plantas medicinais 2. Aspergilose 3. Resisténcia antifingica I. Magalhées,
Oliane Maria Correia de (orient.) 1I. Oliveira, Antonio Fernando Morais de
(coorient.) HI. Titulo

615.321 CDD (22.ed.) UFPE/CB — 2020- 027




ADRYELLE IDALINA DA SILVA ALVES

POTENCIAL ANTIFUNGICO DE COMPOSTOS VEGETAIS FRENTE A
BIOFILMES DE Aspergillus fumigatus

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Biologia de Fungos
do Departamento de Micologia do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco,
como parte dos requisitos parciais para a
obtencdo do titulo de Mestre em Biologia
de Fungos.

Area de Concentracéo: Biodiversidade

Aprovada em: 28/02/2019

BANCA EXAMINADORA

Profé. Dr2. Oliane Maria Correia Magalhdes (Orientadora)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof? Dr? Danielle Patricia Cerqueira Macédo (Examinadora Externa)

Universidade Federal de Pernambuco)

Dr2 lldnay de Souza Lima Brandao (Examinadora Externa)

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado forca, e determinacgéo para superar as dificuldades.

A Universidade Federal de Pernambuco, ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPq) pela bolsa concedida, ao Ndcleo de Ciéncias Ambientais da
Universidade Catolica de Pernambuco (UNICAP), ao Laboratério de Bioquimica e Proteinas
(BIOPROT), ao Hérbario Geral Mariz (UFP), ao Laboratério de Micologia Médica,
Laboratorio de Imunodiagndstico e Laboratdrio de Ecologia Aplicada e Fitoquimica (LEAF)
pela infraestrutura disponibilizada para realizagdo dos experimentos.

A professora Oliane Maria Correia Magalhées pela orientacdo, oportunidade, apoio e
confiangca em mim depositada.

Ao professor Anténio Fernando Morais de Oliveira pela orientacdo, apoio, incentivo e
empenho dedicado a este trabalho.

Ao0s meus pais e irmados pelo amor, incentivo e apoio incondicional.

Meus agradecimentos ao professor Marcos Antdnio Barbosa de Lima pelo suporte no
decorrer do desenvolvimento deste trabalho.

A todos os professores que fazem parte do Laboratorio de Micologia Médica pelo
conhecimento compartilhado que contribuiu diretamente com a minha formacao académica.

Meu imenso e sincero agradecimento aos meus amigos, a Franz de Assis Graciano
Santos, Melyna Chaves Leite, Michelangelo Nunes da Silva, Tatiana Felix de Oliveira, Maria
Audilene de Freitas e tantos outros, que tornaram esses dois anos de formacdo mais leves e
felizes.

A todos os que direta ou indiretamente fizeram parte desta conquista.



“A melhor maneira de prever o futuro ¢

cria-lo”.

Alan Kay, 1971



RESUMO GERAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antifingico dos compostos obtidos
de Libidibia ferrea (Mar. ex Tul.) L. P. Queiroz, Christiana africana DC e Sterculia foetida
Linn frente a biofilmes formados por Aspergillus fumigatus. Para o estudo, foram obtidos seis
isolados, clinicos e ambientais, da Micoteca URM/UFPE que em estudos prévios, foram
capazes de formar biofilmes in vitro. Dos compostos testados, o extrato etandlico de L. ferrea
assim como suas fragdes hexanica e acetato de etila, ndo apresentaram atividade antifungica
frente as cepas testadas. No entanto, os 6leos fixos obtidos de sementes de C. africana e S.
foetida apresentaram atividade antifungica frente as células planctonicas e sésseis de A.
fumigatus, agindo em concentragdes inibitdrias minimas de 1024pg/ml a 512ug/ml. Na analise
fitoquimica dos compostos no extrato etandlico de L. ferrea foram detectados os &cidos elagico
e galico, quercetina e luteolina, enquanto os 6leos fixos de C. africana e S. foetida apresentaram
os acidos palmitico, linoleico, linolénico, malvélico, esterculico e estearico, variando em
concentracdo nas duas espécies. A descoberta do potencial antifungico dos 6leos fixos de C.
africana e S. foetida pode se tornar uma ferramenta promissora como alternativa terapéutica

em casos de aspergilose causada por A. fumigatus.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Aspergilose. Resisténcia antiflngica.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the antifungal potential of the compounds obtained from
Libidibia ferrea (Mar. ex Tul.) L. P. Queiroz, Christiana africana DC and Sterculia foetida
Linn against biofilms formed by Aspergillus fumigatus. For the study, six clinical and
environmental isolates from the URM/UFPE Micoteca were obtained, which in previous
studies were able to form biofilms in vitro. Of the compounds tested, the ethanol extract of L.
ferrea as well as its hexane and ethyl acetate fractions did not present antifungal activity against
the tested strains. However, the fixed oils obtained from C. africana and S. foetida seeds
presented antifungal activity against the planktonic and sessile A. fumigatus cells, acting at
minimum inhibitory concentrations of 1024ug/ml to 512pug/ml. In the phytochemical analysis
of the compounds in the L. ferrea ethanolic extract the ellagic and gallic acids, quercetin and
luteolin were detected, while the fixed oils of C. africana and S. foetida presented palmitic,
linoleic, linolenic, malarial, steric and stearic acids , varying in concentration in the two species.
The discovery of the antifungal potential of the fixed oils of C. africana and S. foetida can
become a promising tool as a therapeutic alternative in cases of aspergillosis caused by A.

fumigatus.

Key-words: Medicinal plants. Aspergillosis. Antifungal resistance.
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1. INTRODUCAO

O género Aspergillus é composto por fungos saprébios, presentes no solo, no ar e em
vegetacdo em decomposicéo. No entanto, esses fungos filamentosos também podem atuar como
patdgenos oportunistas causando a aspergilose, nomenclatura dada a um conjunto de doencas
com patogenias diferentes entre si, causadas por Aspergillus spp. Dados recentes estimam que
mais de 30 milhGes de pessoas no mundo estao sob o risco de desenvolver aspergilose.

Dentre as espécies, A. fumigatus é a mais comumente encontrada em infec¢des. Seus
esporos sdo inalados diariamente pelos seres humanos, em hospedeiros saudaveis, 0S mesmos
sdo eliminados rapidamente pelas defesas do organismo. Contudo, em individuos
imunocomprometidos, e sob determinadas condi¢des do hospedeiro poderdo desencadear uma
série de manifestaces clinicas, que vao desde um simples quadro alérgico a infec¢des invasivas
graves (BEAUVAIS; LATGE 2015; VEERDONK et al., 2017; REICHERT-LIMA et al.,
2018).

Um fator agravante em casos de infecgbes por A. fumigatus é sua reconhecida
capacidade de desenvolver-se como uma comunidade multicelular, na qual as hifas sdo
unidas por uma matriz extracelular hidrofébica (MEC) é observada in vitro ou in vivo, em
determinadas condi¢des encontradas pelo fungo (BUGLI et al., 2012). Os biofilmes surgem
como uma resposta adaptativa do fungo ao ambiente hostil que o cerca. Em infeccdes in vivo,
estas estruturas tipicas de biofilmes foram observadas principalmente no aspergiloma e
aspergilose invasiva (FIORI et al., 2011).

O pilar de tratamento das formas clinicas da aspergilose se basea no uso de antifingicos
da classe dos azolicos, tais como o voriconazol, itraconazol, posaconazol e, mais recentemente,
isavuconazol. Estes antifungicos sdo utilizados como primeira linha no tratamento e profilaxia
da aspergilose. Entretanto, alguns estudos recentes vém relatando resisténcia antifngica a esta
classe de farmacos frequentemente relacionada a resisténcia cruzada aos triazolicos usados na
agricultura. Os casos de resisténcia associados aos azolicos entre Aspergillus spp. também
reflete 0 aumento do uso de drogas profilaticas e a longos regimes de tratamento. O mecanismo
associado a este tipo de resisténcia envolve modificagdo do gene Cyp51A e seu promotor, e foi
detectado em isolados clinicos e ambientais de 22 paises. Alem disso, quando em biofilmes, os
antifingicos sdo menos efetivos, ja que este fenotipo de crescimento atua impedindo a difuséo
de drogas agindo como uma barreira fisica (RAJENDRAN et al., 2015; PERLIN et al., 2017;
FISHER et al., 2018).
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O tratamento de infec¢Bes flngicas tem se tornado um desafio, sendo assim cada vez
mais pesquisadores tem demonstrado interesse em buscar alternativas terapéuticas que auxiliem
ou até mesmo substituam o tratamento antifangico utilizado usualmente, por novas drogas que
sejam mais eficazes, seguras e econémicas. O Brasil, um pais rico em diversidade vegetal,
possui um grande potencial para o desenvolvimento de pesquisas em novas tecnologias e
servicos terapéuticos relacionados a medicamentos naturais que auxiliem no desfecho clinico
positivo em uma gama de infec¢cdes (CARNEIRO et al., 2014).

Espécimes vegetais vem sendo utilizadas durante anos no tratamento de doencas em
paises do mundo inteiro. Dentre essas espécies
a Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz (Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul.var. ferrea)
vulgarmente conhecida como jucéa e pau-ferro, € uma planta da familia Leguminosae comum
nas regides Norte e Nordeste do pais. Essa espécie possui propriedades terapéuticas descritas
ao longo dos anos, que incluem propriedades antiulcerogénica (NAKAMURA et al., 2002) anti-
hipertensiva (CARVALHO et al., 2010), analgésicas e anti-inflamatdrias (LIMA et al., 2012),
alivio de tosse cronica e asma (BRAGA, 1976). Ademais, hd estudos que constataram a
atividade antifangica do extrato etanolico de frutos de L. ferrea em biofilmes da cavidade oral
para espécies de Candida e Fusarium (FERREIRA; SOARES, 2015).

Outras duas espécies vegetais de origem tropical e subtropical de ocorréncia no Brasil
que possuem compostos biologicamente ativos contra alguns microrganismos, sdo a Sterculia
foetida Linn e Christiana africana DC. (BRAGA et al., 2015). Oliva-de-java ou castanha-da-
india como é conhecida vulgarmente a Sterculia foetida Linn, é uma arvore pertencente &
familia Malvaceae, género Sterculaceae e subfamilia Sterculioideae comum em paises da
Europa, Africa e Asia. Foi introduzida no Brasil para fins ornamentais, entretanto diversas
partes desta planta sdo utilizadas na medicina popular por conter propriedades medicinais como
efeitos diurético e anti-inflamatério (SHAMSUNDAR; PARAMJYOTHI, 2010; KALE et al.,
2011). A Christiana africana DC. ou “Gargatiba” também faz parte da familia Malvaceae.
Caracteriza-se por ser uma arvore pequena, comum na Africa Central, América do Sul e
Madagascar. Esta espécie € comumente utilizada na medicina popular para o tratamento da
hipertenséo e infecc¢des gastrointestinais (MICHALET et al., 2008).

Tendo em vista a capacidade de A. fumigatus de crescer em biofilmes, as vezes, até
associados com outros microrganismos como bactérias. Assim como o0 aumento do nimero de

casos de resisténcia ao arsenal antifingico. Este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade
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de inibig&o de biofilmes formados in vitro por A. fumigatus na presenca de compostos obtidos
de trés espécies vegetais encontradas no Brasil.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ASPERGILLUS FUMIGATUS (FRESENIUS 1863)

Os fungos surgiram ha mais de 1.500 milhdes de anos e apenas 0,5% das espécies de
fungos sdo consideradas patogénicas para humanos. Estes incluem patdgenos agentes
causadores de aspergilose, candidiase, coccidioidomicose, criptococose, histoplasmose,
micetomas, mucormicose e paracoccidioidomicose, entre outros. E apesar de, presente em
centros médicos em todo o mundo, as infeccBes fungicas tem sido até agora muito
negligenciada. Sua incidéncia global é prejudicada pela falta de sistemas de vigilancia nacional
e suspeita fora de unidades especializadas, o que fez com que algumas delas fossem apenas
recentemente reconhecidas. Entretanto, é fato que estdo relacionadas com significativa
morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes com doenca
pulmonar obstrutiva crénica. Sendo as infec¢Ges fungicas invasivas mais comuns atribuiveis a
Candida albicans e Aspergillus fumigatus (ROEMER; KRYSAN, 2014; SRINIVASAN;
LOPEZ-RIBOT; RAMASUBRAMANIAN, 2014; BONGOMIN et al., 2017; FISHER et al.,
2018).

Aspergillus fumigatus pertence filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem
Eutotiales, familia Trichocomaceae, e ao género Aspergillus que compreende mais 344
espécies, das quais apenas 20 delas sdo patogénicas ao homem e distribuidas nas seguintes
secdes: Fumigati, Flavi, Nigri, Terrei e Nidulante (SUGUI et al., 2014; GHAZAEI, 2017). A
secdo Fumigati é de grande interesse médico por conter mais de 11 espécies reconhecidos como
agentes etioldgicos de patologias, incluindo A. fumigatus. Nesta secdo ja foram descritas 63
espécies, embora algumas possivelmente sejam sinonimias de outras. A delimitacdo de espécies
dentro desta secdo depende de uma abordagem polifasica. Seus membros sdo caracterizados
pela formacédo de um conididforo com cabecas conidiais colunares em formas globosas e semi-
globosas, fidlides unisseriadas e cadeias longas de conidios. Os conidios sdo geralmente verde-
azulados ou verde pélido, hidrofébicos com tamanho de 2 a 3,5um de diametro (Figura 1)
(SUGUI et al., 2014; LAMOTH et al., 2016). Fora do hospedeiro humano esses conidios sao
responsaveis pelo ciclo de vida assexual. Estes sdo produzidos nos conidioforos e em seguidas
liberados no ar onde séo inalados pelos seres humanos (BANDRES; SHARMA, 2018).
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Figura 1 — Aspectos microscopicos de A. fumigatus
mostrando conidiéforos provenientes
de hifas de superficie, sinuosos, com paredes lisas e
finas. Ha a presenca de vesiculas piriformes, fidlides
laterais e, conidios  esféricos a  sub-
esferoidais, evidéncias caracteristicas da espécie.

Fonte: Chowdhary; Sharma; Meis (2017).

Aspergillus fumigatus estd amplamente distribuido utilizando indmeros substratos
organicos. Sua prevaléncia em infeccGes se deve principalmente essa capacidade de prosperar
em quase todos os ambientes, assim como a rapida e eficiente germinacdo dos seus esporos,
capacidade de crescimento em temperaturas elevadas e um metabolismo que responde a
variacdo de fontes de nutrientes. Esse conjunto de outros fatores de viruléncia contribuem para
a sua alta disperséo e quantidade significativa de esporos inalados diariamente. Este fungo, age
causando infec¢Bes fungicas conhecidas como Aspergilose geralmente em pessoas que
possuem sistemas imunologicos comprometidos, como aqueles que possuem HIV/AIDS,

neutropénicos, cancer, pacientes que foram submetidos a transplantes de 6rgaos sélidos ou
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individuos com doencas pulmonares subjacentes (SUGUI et al., 2014; VERWELJ et al., 2016;
GHAZEI, 2017; VEERDONK et al., 2017).

Durante alguns anos A. fumigatus foi considerado o principal patégeno fangico em casos
de aspergilose, causando diversas doencas que cobrem uma ampla gama de manifestacdes
clinicas, dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro. Contudo, com o advento de
técnicas de sequenciamento foram encontradas evidéncias genéticas que sugerem que A.
fumigatus se trata na verdade, de um complexo que contém, espécies cripticas e
morfologicamente idénticas. A. fumigatus stricto sensu representa o principal patdgeno humano
em quadros de aspergilose, entretanto, algumas outras espécies pertencentes ao complexo A.
fumigatus latus sensu, foram reconhecidos como causas da forma invasiva da aspergilose em 3
a 6% dos casos documentados. Espécies como A. flavus, A. niger, A. terreus, A. versicolor, A.
calidoustus e A. nidulans também sdo capazes de causar infec¢Bes. Todas estas consideradas
espécies intimamente relacionadas. A descoberta desse complexo de espécies alterou a
prevaléncia deste patdgeno na Ultima década. A. fumigatus costumava ser responsavel por 90%
das infeccdes. Entretanto, foi demonstrado que o complexo de espécies de A. fumigatus stricto
sensu € responsavel por aproximadamente 60% das infeccdes (LAMOTH et al., 2016;
BLATZER; LATGE, 2017; CHOWDHARY; SHARMA; MEIS, 2017; BANDRES; SHARMA
2018).

2.2 ASPERGILOSE

A aspergilose engloba um conjunto de infeccBes causadas por espécies do género
Aspergillus, esse espectro pode variar de aspergilose broncopulmonar alérgica, aspergilose
pulmonar crénica, bronquite, aspergiloma e aspergilose invasiva. Sendo causadas
principalmente por A. fumigatus, A. flavus, A. terreus e A. nidulans. A aspergilose tem se
tornado um problema crescente, com mais de 200 mil infeccdes fatais anualmente. E, ainda que
avancos significativos em diagnostico tenham sido realizados nos ultimos anos, a taxa de
mortalidade associada estd relacionada intimamente com a forma clinica e a interacdo do
patdgeno com o sistema imune do hospedeiro, mas geralmente varia entre 28,5% e 50% em
pacientes imunossuprimidos (FORTON et al., 2012; CHOWDHARY; SHARMA; MEIS, 2017;
VEERDONK et al., 2017; BANDRES; SHARMA, 2018).

A infeccdo se d& principalmente pela inalagdo de esporos de Aspergillus sp mas o
desenvolvimento da doenca requer fatores predisponentes do hospedeiro, como asma, doengas

das vias aéreas (dilatacdo bronquica, fibrose cistica), cavidades pulmonares pré-existentes
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(tuberculose, sarcoidose), deficiéncia imunoldgica. A inalacdo de conidios por individuos
imunocompetentes pode resultar em colonizacdo ndo patogénica, entretanto, no paciente
imunocomprometido provavelmente resultara no estabelecimento da doenca (SUGI et al., 2015;
CHABI et al., 2015).

2. 2.1 Formas clinicas
2.2.1.1 Aspergilose broncopulmonar pulmonar alérgica (ABPA)

A ABPA ndo é considerada uma doenca invasiva e caracterizam-se por episodios de
febre recorrente, tosse, infiltrados pulmonares e asma, que geralmente respondem ao tratamento
com corticosteroide. Estima-se que ocorra em 2,5% pacientes com asma e pacientes com
doenca dependente de corticosteroide ou naqueles que expectoram tampdes de muco ou
demonstram bronquiectasias e/ou obstrucdo em exames de imagem de térax devem ser
suspeitos. Se tratada inadequadamente, o dano pulmonar permanente progride para fibrose
(SALES, 2009; PAULUSSEN et al., 2016; MULDOON et al., 2017).

ABPA ¢é uma reacdo complexa de hipersensibilidade, que ocorre em pacientes com
asma (1 a 2%) ou fibrose cistica (8-9%). O aumento dos sintomas das doencas subjacentes, é
recorrente e, em alguns casos, se complica pelo surgimento de sintomas sistémicos como febre,
mal-estar, obstru¢do bronquica e/ou presenca de tampdes mucosos castanhos. Este ultimo
estando geralmente associado a rinossinusite fungica alérgica caracterizada por sintomas
comuns de sinusite, mas com presenca a secrecdo nasal de cor escura (FORTUN et al., 2012;
BANDRES; SHARMA, 2018).

Os mecanismos por tras do surgimento de doencas alérgicas por estimulacéo antigénica
cronica através de inalacdo dos esporos de A. fumigatus ainda permanece pouco elucidado. No
entanto, estudos observaram por meio de analises moleculares que 0s principais alérgenos
incluem proteases que estdo envolvidas no processo de germinacéo e desenvolvimento de hifas
no tecido pulmonar do hospedeiro (NAYAK et al., 2018).

Em casos de ABPA comumente ndo ha colonizacdo micelial, e assim que o paciente é
removido da fonte ambiental hd melhora clinica. O fungo cresce nas arvores bronquicas mais
especificamente no Iumen, o que resulta em inflamacao (bronquite) e assim, desencadeia uma
resposta inflamatoria alérgica mediada por IgE, levando a obstrucdo bronco-alveolar
(BANDRES; SHARMA, 2018). Recentemente novos critérios diagnosticos foram propostos

para casos de ABPA. Estes critérios incluem condigdes predisponentes como asma brénquica
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ou fibrose cistica, associada a outros critérios. Estes critérios obrigatorios de diagndstico
incluem positividade do teste cutdneo ou niveis elevados de IgE especifica contra A. fumigatus,
e niveis elevados de IgE total. Os outros trés critérios sdo a presenca de precipitacdes ou IgG
anticorpos contra A. fumigatus no soro, opacidades pulmonares radiograficas consistentes com
ABPA e contagem totais de eosindfilos maiores que 500 células em pacientes que ndo fazem
uso de esteroides (PATTERSON et al., 2016; CHABI et al., 2015; MULDOON et al., 2017).

As diretrizes praticas sobre aspergilose recomendam que a triagem de APBA em
pacientes com asma seja anual, sobretudo naqueles com exacerbacdes frequentes. As
caracteristicas radiograficas do torax compativeis com a ABPA podem ser transitorias
(consolidagdes, nddulos, trilhos de opacidades/ opacidades em “dedo de luva”) ou permanentes
(isto é, linhas paralelas e sombras de anel, bronquiectasia e fibrose pleuropulmonar). Para 0s
achados radioldgicos de torax, uma tomografia computadorizada de alta resolucdo (TCAR)
pode detectar melhor as caracteristicas radiogréaficas da ABPA (PATTERSON et al., 2016;
CHALBI et al., 2015; MULDOON et al., 2017).

2.2.1.2 Aspergiloma

O aspergiloma (bola fungica) é um aglomerado composto por hifas, células
inflamatdrias, fibrina, muco e detritos de tecido dentro do parénquima pulmonar, em uma
cavidade pré-existente geralmente no lobo superior, ou brénquio dilatado (SOUBANI, 2011).
Este aglomerado esta tipicamente cercado por um espacgo aéreo, que geralmente se move com
mudancgas de posicdo. Este é um elemento chave, uma vez que a identificacdo do sinal do
“crescente aéreo”, que equivale a cavitagdo do nddulo existente ¢ as vezes mais eficaz que a
radiografia convencional de térax. O grau de preenchimento do pulméo a cavidade é variavel,
responsavel por formas muito sélidas (pseudotumoral) e formas muito cavitarias. Individuos
com risco de desenvolvimento de aspergiloma geralmente possuem cavitacéo, doenca pulmonar
cistica, sarcoidose ou enfisema (CHABI et al., 2015; SEVILHA et al., 2017).

O quadro clinico do aspergiloma, também pode se desenvolver em hospedeiros
imunologicamente competentes, mas para isso geralmente requer uma cavidade pré-existente,
como as resultantes de uma tuberculose prévia. A sintomatologia varia, a maioria dos
individuos é assintomatica e, quando os sintomas existem, geralmente incluem tosse crénica e
hemoptise, devido a ruptura dos vasos sanguineos na parede da cavidade ocupada pelo fungo.
O sangramento é frequentemente leve, mas a hemoptise pode ndo ser o que quando presentes

indicam embolizacao da artéria onde o tratamento € realizado por meio ressecc¢éo cirdrgica. No
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entanto, € importante destacar que hemoptise € uma complicagdo que pode ser fatal. Quando ha
a presenca do aspergiloma ha uma maior probabilidade de resisténcia ao tratamento com
azolicos. Apesar das complicacdes, os aspergilomas permanecem estaveis na maioria dos casos,
e podem até regredir de tamanho espontaneamente em cerca de 10% dos casos (RAMAGE et
al., 2011; KOSMIDIS; DENNING, 2014; CHABI et al., 2015; SEVILHA et al., 2017).

2.1.1.3 Aspergilose pulmonar crénica (APC)

A APC foi reconhecida pela primeira vez como uma condigao fatal em 1842, no Reino
Unido, e o primeiro paciente documentado (1957) foi tratado com anfotericina (DENNING et
al., 2015). Esta forma clinica como consequéncia da tuberculose ocorre em milhdes de pessoas
no mundo. Na maioria dos casos a APC pode ser sub-reconhecida como uma complicagéo de
um quadro de tuberculose previamente tratada, e alguns deles os pacientes podem ser
diagnosticados erroneamente como tendo recorréncia desta, visto que as duas condicOes
apresentam sintomas similares (KOSMIDIS; DENNING, 2014).

A forma crénica da aspergilose é a menos frequente, considerada uma doenca
localmente invasiva. A populacdo afetada também é tipicamente distinta. Existe um grau de
supressao imunolégica nos pacientes cronicos e geralmente esta relacionada com patologias
pulmonares crénicas ou imunodeficiéncia leve, diabetes, insuficiéncia renal, com doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e exposicao a corticosteroides durante longos periodos de
tempo e cancer pulmonar (CHABI et al., 2015; BANDRES; SHARMA, 2018).

As caracteristicas clinicas da APC sédo inespecificas e muitas vezes se sobrepdem a
outras condicdes toracicas cronicas e infeccdes. Apesar disso, a febre e hemoptise podem ser
encontradas, mas ndo sdo frequentes (SCHWEER et al., 2013; CHABI et al., 2015).
Radiologicamente, a APC apresenta consolidacbes em exames de imagem geralmente
acompanhada de bronquiectasia, acometendo frequentemente os lobos pulmonares superiores.
O processo infeccioso do parénquima pulmonar devido a invaséao local pelo fungo é indolente.
Em contraste com a aspergilose pulmonar invasiva, a APC tem progressao lenta e leva semanas
até meses, e a invasao vascular ou disseminacdo para outros orgdos € incomum (KOUSHA,;
SOUBANI, 2011; CHABI et al., 2015).

Em pacientes sintomaticos, ou naqueles com doenca progressiva ou com declinio na
funcdo pulmonar, € recomendado o tratamento com antifungicos. Embora os antifingicos
triazdlicos sejam utilizados e recomendados como terapia de primeira linha, existem poucos

dados de ensaios clinicos para suportar o seu uso, embora, a terapia com itraconazol oral tem
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um impacto significativo na resposta clinica e radioldgica ap0s seis meses de tratamento. Outros
antifungicos, como o voriconazol e o posaconazol sdo alternativas aceitas para o tratamento,
quanto ao isavuconazol ha poucos dados até 0 momento sobre o seu uso (PATTERSON et al.,
2016; MULDOON et al., 2017).

Recomenda-se que 0s pacientes sejam tratados por no minimo seis meses, em alguns
casos a terapia € requerida ao longo da vida. Mesmo assim, 0s pacientes devem passar por
exames de imagem a cada trés meses e seis meses apos o inicio do tratamento (MULDOON et
al., 2017).

2.1.1.4 Aspergilose pulmonar invasiva (API)

API é uma das mais graves infeccOes fungicas invasivas, com alta taxa de mortalidade
entre pacientes imunocomprometidos. Esse tipo de infec¢do também pode ser encontrado em
pacientes criticamente doentes, especialmente pacientes com neutropenia por quimioterapia,
transplante halogénico de medula 6ssea, mas também pacientes que receberam transplante de
orgdos solidos, especialmente transplante de pulméo e em individuos com DPOC. A aspergilose
pulmonar invasiva aumentou em pacientes com malignidades hematoldgicas nos dltimos anos
principalmente os que utilizam regimes quimioterapicos (KAYA et al., 2017). Visto que, 0
principal fator de risco é a neutropenia, cujo a incidéncia aumenta com sua duragdo e
profundidade. Em pacientes com leucemia mieloblastica aguda a incidéncia da API foi estimada
em 10% (BLANCHARD et al., 2018).

A sintomatologia desta forma clinica varia, no entanto, a tosse esta presente na maioria
dos casos. Ha também a presenca de febre sem melhora ao tratamento com antibiéticos por
mais de 72 horas, além disso, dificuldade respiratdria e dispneia também podem estar presentes.
E uma doenca agressiva a invasdo da parede bronquica e das arteriolas pelas hifas. Este
crescimento angioinvasivo das hifas, a partir de um foco endobrénquico inicial resulta em
hemorragias, trombose e necrose. Além desses sintomas dor toracica pode ocorrer durante a
fase invasiva assim como a hemoptise, que pode ser grave em casos de perfuracdo arterial. Ao
atingir os vasos ocorre a disseminacéo através da corrente sanguinea para outros 0rgaos.

Ao se disseminar, a API correlaciona-se com prognostico ruim, e afeta 6rgdos como o
figado, olhos (endoftalmite), pele (aspergilose cutanea), coracdo (endocardite), rins e cérebro.
A aspergilose no sistema nervoso central (SNC) pode ser encontrada em 40%-50% de pacientes
com API. A invasdo do SNC tem consequéncias extremamente graves e é quase sempre fatal

em pacientes imuncomprometidos. Esta localizagdo pode causar convulsdes, infartos cerebrais,
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hemorragia intracraniana, abscessos epidurais e meningite (KOUSHA; TADI; SOUBANI,
2011; DESOUBEAUX et al., 2014; CHABI et al., 2015; SUGUI et al., 2014; BANDRES;
SHARMA, 2018).

Esta forma da aspergilose deveria ser considerada como uma doenca infecciosa
emergente e devastadora em imuncomprometidos uma vez que as taxas de mortalidade
associadas séo altas (TACCONE et al., 2015). Montagna et al. (2013) avaliaram pacientes
internados em uma unidade de terapia intensiva (UTI) no sul da Italia, através de um programa
de vigilancia por 18 meses envolvendo 18 UTlIs, no estudo apenas 12 casos de APl ocorreram
em 5.561 pacientes, mas foi observado que a mortalidade entre esses pacientes foi de 60%.

O diagnéstico das diferentes formas de aspergilose tem se mostrado um grande desafio
na pratica médica. Isso se deve a natureza inespecifica de seus sinais clinicos, assim como a
falta de um teste diagnostico sensivel e preciso que garanta um diagnostico precoce. Além
disso, o isolamento da forma patogénica de espécies de Aspergillus em individuos infectados é
dificil. Por isso, ha alguns critérios importantes que devem ser utilizados para o diagnostico de
API, como: a evidéncia clinica e radioldgica de infeccdo do trato respiratério inferior; critérios
biolégicos incluindo avaliagdo microscopica direta, isolamento, cultura e identificacdo
definitiva de Aspergillus de uma amostra clinica, ou evidéncia de testes imunoldgicos,
soroldgicos e/ou moleculares; caracteristicas relacionadas ao paciente, como neutropenia ou
febre persistente em pacientes de alto risco; e evidéncia histopatoldgica de infeccdo. A detec¢do
de antigenos em amostras sorologicas é muito importante, uma vez que, estudos relataram que
galactomanano pode ser detectado varios dias antes presenca de sintomas clinicos,
anormalidades radiogréficas toracicas ou cultura positiva (CHABI et al., 2015; PAULUSSEN
et al., 2016).

As diretrizes da Sociedade Americana de Doencas Infecciosas (SADI) recomendam que
o diagnostico de API se baseie em evidéncias da presenca do patdgeno em exames
histopatoldgicos/citolégicos e de culturas de amostras de tecido ou liquido, até que ferramentas
moleculares sejam mais amplamente utilizadas em laboratorios clinicos (PATTERSON et al.,
2016).

2.2.2 Epidemiologia da aspergilose e espécies relacionadas

A distribuicdo global de espécies é um processo dindmico, pode mudar por causa de

fatores ambientais ou praticas clinicas. Na identificacdo dos fatores de risco € importante
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medidas preventivas da doenca e tratamento precoce em casos de suspeita de infeccdo
(KAUFFMAN; GREGG, 2015; KAYA et al., 2017).

Segundo Paulussen et al. (2016) Aspergillus fumigatus € a principal espécie causadora
de aspergilose sendo seguido por A. flavus e A. niger. Um estudo multicéntrico em centros de
transplantes dos Estados Unidos, realizado entre 2001 e 2006, A. fumigatus foi o patdgeno em
68 a 72% dos casos de APIL. A. flavus responsavel por 10 a 17% casos, A. terreus
corresponderam a 3 a 7%, A. niger, A. nidulans e A. ustus foram as menos associadas a
aspergilose pulmonar invasiva (KONTOYIANNIS et al., 2010).

Em alguns cenérios, certas espécies de Aspergillus sdo mais predominantes que outras.
Como o caso de A. flavus infectando frequentemente usuérios de drogas intravenosas, e isso
tem ocorrido devido ao habito de filtrar heroina atraveés de bolas de algoddo, que
frequentemente sdo contaminados com essa espécie. A. nidulans tem sido comum em pacientes
com doenca granulomatosa cronica, sendo geralmente uma causa comum de infec¢édo invasiva.
Ja em centros pediatricos A. fumigatus e A. flavus tém sido frequentemente predominantes. Em
criangas portadoras de doencas hematoldgicas A. fumigatus é a causa mais comum seguido por
A. flavus e A. terreus (KAUFFMAN; GREGG, 2015; PANA et al., 2017).

Dados do Centers for Diases Control and Prevention (CDC) estimam que 4,8 milhdes
de pessoas em todo 0 mundo possuam asma, e dentre estes 2,5% dos adultos possuem
aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) e que 1 a 15% dos pacientes com fibrose cistica
sofram com ABPA. Dos 4,8 milhGes de pessoas que possuem ABPA, estima-se que 400 mil
também possuam aspergilose pulmonar crénica (APC). Outros 1,2 milhdes de pessoas séo
estimadas como APC como sequela de tuberculose, e mais de 70 mil pessoas séo estimadas
como portadoras de APC como uma complicacdo da sarcoidose. Estudos epidemioldgicos
realizados na Austria e Franca apontaram uma alta incidéncia de APl em pacientes com
leucemia aguda (KOEHLER et al., 2017).

2.1.2 Patogénese da aspergilose

Os conidios de A. fumigatus estdo dispersos no ambiente e sdo encontrados ao ar livre,
ou seja, solo, detritos de plantas, e em ambiente internos, incluindo hospitais (TADI,
SOUBANI, 2011). Estima-se que os seres humanos inalem algumas centenas de milhares de
conidios por dia, alguns dos quais podem atingir os alvéolos pulmonares. A. fumigatus possui

esporos que medem cerca de 2 a 3,5 um de diametro o que facilita sua entrada nos pulmaes.
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Em individuos saudaveis, os conidios que atingem os alvéolos néo sdo capazes de desencadear
uma resposta imunoldgica. Uma vez que, o proprio 6rgao possui barreiras como 0 muco, estes
por sua vez inativam os conidios, impedindo-os de germinar. Além disso, os cilios das células
epiteliais os removem, em alguns casos estas células podem gerar pseudopodes e envolver esses
esporos. Todavia, quando altas quantidades de esporos somados a fatores intrinsecos do
hospedeiro, torna a exposi¢do uma ameaca e, s6 entdo, ha o desenvolvimento de uma resposta
imunolodgica do hospedeiro (VAN DE VEERDONK et al., 2017; XU et al., 2017; CHALLA,
2018).

A eliminacdo dos conidios inalados ocorre por meio de células epiteliais presentes nas
vias aéreas e por macrofagos alveolares residentes nos pulmdes. Estes, por sua vez, reconhecem
certos antigenos fungicos na parede celular desencadeando uma reposta inflamatoria que ocorre
por meio de mediadores que promovem o recrutamento dos neutrofilos e a ativacdo da
imunidade celular. O reconhecimento de A.fumigatus por receptores de reconhecimento padréo
(RRP) ativa 0 complexo NADPH oxidase, que por sua vez ativa proteinas responsaveis pela
autofagia dos patdgenos fangico dentro do fagossoma (VEERDONK et al., 2017; BANDRES;
SHARMA, 2018; CHALLA, 2018).

Hillmann et al. (2015) demonstraram que A. fumigatus é capaz de evitar a predacao por
amebas no solo através de estratégias paralelas que também sdo usadas para fugir das respostas
relacionadas a resposta imunoldgica inata. Uma dessas estratégias é a germinacdo intracelular,
que resulta em lise do fagécito dentro do fagossoma. O complexo NADPH oxidase também é
importante para as NETs (armadilhas extracelulares de neutrofilos), em que neutrofilos liberam
seu DNA para formar armadilhas extracelulares que séo revestidos com peptideos
antimicrobianos (PAMPs). Além disso, os neutrdfilos danificam as hifas através da liberagéo
de ROS (espécies reativas de oxigénio) produzidas pelo complexo NADPH oxidase
(VEERDONK et al., 2017).

A acdo conjunta de componentes do sistema imunoldgico determina a eliminacdo de
hifas e constitui¢do da resposta imunoldgica em individuos imunocompetenes. Entretanto, em
individuos que ndo conseguem eliminar os conidios inalados, estes permanecem nos pulmdes
e podem germinar dando inicio os quadros clinicos de aspergilose (FORTUN et al., 2012; VAN
DE VEERDONK et al., 2017). O mesmo ocorre em pacientes que possuem alguma doenca de
base pulmonar, estes sdo altamente suscetiveis a este tipo de infeccdo porque os conidios
inalados germinam eficientemente e, se adaptam a fisiologia do ambiente alterado. Em quadros

nos quais prevalece a imunossupressao, como ocorre em individuos em tratamento de doencas
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autoimunes ou malignidades, ha uma maior incidéncia de aspergilose; visto que, na
imunossupressdo subjacente assim como na terapia com esteroides hd uma disfungéo
macrofagica e neutrofilica e reducdo em namero de neutréfilos (SUGUI, 2014; VEERDONK
etal., 2017; KWON-CHUNG; BANDRES; SHARMA, 2018).

2.1.2 Viruléncia

A viruléncia de A. fumigatus é resultado de interacOes entre fatores do patdgeno e o
sistema imunoldgico do hospedeiro. Essas interacdes complexas sdo responsaveis pela
termotolerancia e integridade da parede celular, assim como a adesdo a superficies e produgéo
de pigmentos. Além disso, varias enzimas estdo envolvidas na evasdo aos mecanismos
imunoldgicos, absorcdo de nutrientes, sinalizacdo de moléculas através da alteracdo da resposta
metabdlica a condi¢des de estresse, e producdo de toxinas (GHAZAEI, 2017).

Varios fatores de viruléncia foram identificados para diferentes espécies de Aspergillus.
Dentre estes, as adesinas, pigmentos, enzimas hidroliticas, como proteases, fosfolipases,
ribonucleases, restringocina; catalases, superoxidos-dismutases, micotoxinas e metabolitos ndo
proteicos de baixo peso molecular (RAKSHA; SINGH; URHEKAR, 2017).

A producdo de metabdlitos secundarios por fungos, por exemplo, ja é exaustivamente
documentada. Dentre estas, a gliotoxina € um fator de viruléncia poderoso, sendo produzida
principalmente por A. fumigatus e A. terreus, outras toxinas como as aflatoxinas sdo vistas
principalmente em A. flavus (RAKSHA; SINGH; URHEKAR, 2017). A gliotoxina €
metabolito secundéario toxico da classe das epipolitiodrioxopiperazinas que sdo produzidas
por varias espécies de fungos, & exemplo, o Eurotium chevalieri, Gliocladium fimbriatum e
também algumas espécies de Trichoderma e Penicillium (SCHARF et al., 2011).

Essa toxina desempenha um importante papel na patogénese de fungos patogénicos.
Estudos relataram que a gliotoxina é produzida in vivo em tecidos de animais infectados por A.
fumigatus e foi recentemente encontrada no soro de pacientes com aspergilose invasiva
(RAKSHA,; SINGH; URHEKAR, 2017). O modo de a¢do primario da gliotoxina na viruléncia
de Aspergillus estd relacionado com a sua capacidade induzir apoptose em neutrofilos,
macrofagos (CRAMER; RIVEIRA; HOHL, 2011). Além da gliotoxina, foi demonstrado que
A. fumigatus também produz varios metabolitos toxicos como a fumagilina, verruculogénio,
pseurotina e fumiquinazolinas (GHAZEI et al., 2017).

Outro fator de viruléncia importante de A. fumigatus é sua notavel producdo e secre¢ao

de enzimas hidroliticas, incluindo serinas e proteases, metaloproteinases, dipeptildilpeptidases
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e fosfolipases. Estas contribuem facilitando a colonizagdo dos pulmdes e de outros tecidos
estando fortemente relacionadas com a gravidade da infeccdo (LATGE et al., 2017).

2.1.2.1 Biofilmes

Aspergillus fumigatus é capaz de crescer e desenvolver-se como uma comunidade
microbiana multicelular aderida a superficies bioticas e abidticas. Em biofilmes, as hifas estdo
unidas pela MEC, formada principalmente por polissacarideos. Esta forma de crescimento pode
conferir ao patdgeno a capacidade de colonizar diversos substratos, assim como resistir as
defesas fagociticas e ataques antimicrobianos. Os biofilmes correspondem a uma resposta
adaptativa dos microrganismos as condicfes internas e externas do meio que os rodeia; assim
eles sofrem alterac@es fisiologicas atraves de expressao diferencial de genes, que resultam em
suas modificacBes estruturais (BUGLI et al., 2013; BOISVERT et al., 2016; GONZALEZ-
RAMIRES et al., 2016; GHAZEI, 2017).

Os biofilmes estdo envolvidos em cerca de 30-80% das infeccBes fungicas hospitalares.
Quando relacionados a infec¢des, foi demonstrado que a CIM de drogas antifingicas necessaria
para eliminar estruturas de biofilme de A. fumigatus é muito maior do que é exigida para
combater as formas planctdnicas do fungo, tanto em superficies de poliestireno como em células
epiteliais humanas. Estes agregados se formam principalmente em dispositivos médicos, como
cateteres, valvulas e lentes. Podem também estar aderidos a superficies bioticas, por exemplo,
superficies epiteliais ou dentérias; enquanto outras podem ser agregados microbianos livres que
colonizam os compartimentos comprometidos do tecido (KAUR; SINGH, 2013; BOISVERT
etal., 2016; GONZALEZ-RAMIRES et al., 2016; VEERDONK et al., 2017).

Os biofilmes de A. fumigatus sdo formados estaticamente em condi¢des de crescimento
in vitro ou in vivo. Esta condicdo de crescimento ja foi associada a forma clinica invasiva da
aspergilose, frequentemente fatal em pacientes imunocomprometidos, bem como a forma
aspergiloma. Sendo considerada por muitos autores como um dos mais importantes fatores de
viruléncia na aspergilose pulmonar invasiva (API) e aspergiloma. Todavia também séo
formados durante outras infeccGes do trato respiratorio, como em alguns casos de asma, fibrose
cistica, DPOC e aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) (KAUR; SINGH, 2013;
VEERDONK et al., 2017; MANFIOLLI, et al., 2018).
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2.1.2.1.2 Formagao do biofilme

As espécies de Aspergillus possuem um ciclo de vida complexo com estagios distintos
de desenvolvimento. O estabelecimento inicial da infeccéo fungica por A. fumigatus ocorre pela
adesdo e posterior germinagdo dos conidios em superficies de células do hospedeiro. Os esporos
se aderem as superficies, tanto bidticas quanto abidticas, através de varios mecanismos fisicos
e bioldgicos e interacbes complexas entre o fungo e células do hospedeiro (GRAVELAT et al.,
2012).

Durante o0 processo de adesdo sdo importantes propriedades fisicas como
hidrofobicidade, carga eletrostatica e aspereza da superficie. A superficie dos conidios de A.
fumigatus é hidrofobica, principalmente pela presenca de hidrofobinas na parede celular. A
germinacdo do esporo tem inicio quando ha uma ruptura da camada proteica hidrofobica que
reveste a parede que sdo essencialmente compostas de polissacarideos. Os conidios perdem sua
hidrofobicidade superficial progressivamente. Inicialmente ha um ponto de germinacao que ird
resultar em formacao de hifas, esse processo comeca com a formacao de um tubo germinativo,
que possui a natureza hidrofilica em sua parede, favorecendo assim seu crescimento. A adesdo
as células do hospedeiro é um fator chave na patogénese da API e € necesséria para a invasdo
e viruléncia na célula hospedeira. A aderéncia das hifas de A. fumigatus as células hospedeiras
é mediada pela producdo de um exopolissacarideo, o galactosaminogalactano. Este processo
envolve moléculas da superficie celular do fungo e as membranas das células do hospedeiro
(RAMAGE et al., 2011; GONZALEZ-RAMIREZ et al., 2016; LATGE et al., 2017; ZHANG
etal., 2017).

Mowat et al. 2007 demonstraram em seus estudos in vitro que entre o processo e adeséo
e germinacao dos conidios duram aproximadamente 10 horas, em seguida ha uma fase de
delongamento antes que as hifas entrem em contato entre si e, s6 entdo formem uma
monocamada em torno de 10 a 16 horas, seguida de maior complexidade estrutural nas
préximas 4-8 horas de desenvolvimento. Em outro estudo, utilizando placas de microtitulacéo
mostrou que a formacdo de biofilme de A. fumigatus em células epiteliais ocorre nas fases
inicial (12 h), intermediaria (48 h) e maturacdo (72 h). Em co-culturas de células epiteliais foi
demonstrado que os biofilmes de A. fumigatus consistiam de hifas paralelas e cruzadas com
uma estrutura heterogénea de MEC, estabelecidas em células epiteliais bronquicas humanas e

apresentavam as mesmas fases de desenvolvimento (MUSZKIETA et al., 2013).
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2.4.1.1.2 Matriz extracelular (MEC)

A MEC presente nos biofilmes de A. fumigatus, é composta por galactomanano, 1,3-
glucanos, monossacarideos, melanina, proteinas, poliois e melanina. Estudo recentes também
detectaram a presenca de eDNA. Técnicas de imunomarcacdo em proteinas mostraram a
presenca de dois antigenos principais, o dipeptidilpeptidase V, e catalase B, e um alérgeno,
AspF1 além de hidrofobinas (KAUR; SINGH, 2013; MANFIOLLI et al., 2018).

Evidéncias sugerem que a MEC exerce funcGes estruturais para aumentar a densidade
celular, controlar a desagregacdo e alterar as necessidades nutricionais, agindo como uma
barreira fisica e quimica de protecdo contra drogas antifungicas e sistema imunolégico do
hospedeiro (REICHHARDT et al., 2015).

Na aspergilose invasiva as hifas sdo integradas de forma individual na MEC, no caso
dos aspergilomas as hifas sdo incorporadas numa densa matriz extracelular. Sabe-se que a MEC
aumenta em qunatidade com a maturidade do biofilme em desenvolvimento. Estudos utilizando
microscopia eletrénica em amostras aspergiloma de diferentes pacientes mostrou que biofilmes
formados em aspergiloma possuem MEC mais espessa, 0 que nao ocorre em casos de APl. No
aspergiloma as hifas mostram células vacuolizadas ap6s 48 horas de infeccdo. Andlises
imunocitoquimicas revelaram ainda que, no aspergiloma, hd a presenca dos mesmos
polissacarideos encontrados na MEC produzida in vitro em culturas estaticas e aéreas, isto €, a-
1,3 glucano, galactomanano e galactosaminogalactano, diferentemente da MEC dos biofilmes
em API na qual ndo h& presenca de a-1,3 glucanos (KAUR; SINGH, 2013; MUSZKIETA et
al., 2013).

2.4.1.1.3 Mecanismo de resisténcia nos biofilmes

A formacdo de biofilme de fungos em dispositivos médicos contribui diretamente para
o desenvolvimento e falha terapéutica em infecgdes nosocomiais. Portanto, a persisténcia de
infeccOes fungicas ocorre devido a capacidade de um fungo para formar biofilmes visto que,
representam um importante mecanismo de resisténcia. A terapia submetida paraum biofilme
estabelecido no hospedeiro geralmente requer a administragdo de concentragdes toxicas de
antimicrobianos, e o tratamento recomendado inclui a remocédo do dispositivo contaminado.
No entanto, este é muitas vezes um processo dificil e dispendioso. Portanto, os biofilmes
fangicos sdo um importante problema clinico e econdémico (KAUR; SINGH, 2013;
GONZALES-RAMIRES et al., 2016).
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Estudos realizados Mowat et al. (2008) demonstraram que a CIM de agentes
antifungicos necesséria para eliminar estruturas de biofilme é maior do que a necessaria para
matar as formas planctdnicas do fungo, tanto em superficies de poliestireno quanto em células
epiteliais. Essa resisténcia dos biofilmes tem sido relatada como sendo fase-dependente, ou
seja, ha diferencas na suscetibilidade a drogas antifingicas, onde é observada trés fases de
crescimento do biofilme (8, 12 e 24h). Os biofilmes mais jovens (8h) sdo significativamente
mais suscetiveis que os intermediarios (12h) e biofilmes maduros (20h) (RAMAGE et al.,
2011).

Em biofilmes maduros, um fator importante que gera resisténcia é a MEC, que dificulta
0 acesso as drogas antifungicas ou age diretamente na captura do medicamento. Visto que o
conteddo dessa matriz aumenta a medida que os biofilmes amadurecem, promovendo
resisténcia as drogas durante as fases posteriores do crescimento do biofilme (DESAI;
MITCHELL; ANDES, 2014).

Dentre as drogas antiflngicas, a anfotericina B, que age ligando-se aos esterdis da
membrana levando a formacdo de poros e consequente extravasamento do material
citoplasmatico e posterior morte celular, vém se demonstrado a mais eficaz contra todas as fases
do crescimento de A. fumigatus, seguida pelas drogas voriconazol, caspofungina e itraconazol
(KAUR; SINGH, 2013).

A resisténcia desenvolvida durante a formacao dos biofilmes é um processo complexo
que especificamente, incluem alteracdes ou até mesmo superexpressdao de moléculas alvo,
extrusdo ativa através de bombas de efluxo, difusdo, tolerancia e densidade celular limitadas,
que séo todos os mecanismos caracterizados utilizados pelos fungos para combater os efeitos
do tratamento antifingico (RAMAGE et al., 2011).

2.1.3 Tratamento da aspergilose e resisténcia antifungica

Um tratamento eficaz depende de inimeros fatores, ndo apenas da escolha de uma
terapia antifungica. Em individuos imunocomprometidos, o conhecimento detalhado dos
fatores de risco do hospedeiro, assim como doencas de base e concomitante infeccdes, grau e
duracdo da imunossupressao sdo essenciais para o sucesso terapéutico e aumento da sobrevida
do paciente (SUGUI et al., 2014). Uma vez que, o surgimento de isolados resistentes que
influencia na taxa de mortalidade entre os pacientes. Um estudo epidemioldgico multicéntrico

realizado em 22 hospitais de 19 paises mostrou que a porcentagem de cepas resistentes, em
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alguns centros, pode exceder 25% do nimero total de cepas analisadas, mas em outros a
frequéncia ndo ultrapassou 0,2% (VAN DE VEERDONK et al., 2017).

As principais classes de drogas antifungicas utilizadas para o tratamento da aspergilose
sdo os triazolicos, poliénicos (anfotericina B) e as equinocandinas (PAULUSSEN et al., 2016;
VAN DE VEERDOONK et al., 2017).

Os triazolicos, como o voriconazol e o posaconazol sdo os pilares do tratamento da
aspergilose e sdo indicados como primeira linha de tratamento e profilaxia. Uma vez que sédo
bem tolerados pelos pacientes e podem ser administrados por via oral. Estes agentes
antifungicos séo fungistaticos, e tem como alvo ativo a enzima 14 - - demetilase, bloqueando
a biossintese do ergosterol e desestabilizando a membrana celular de células em crescimento.
Entretanto, na Ultima década foi observado um aumento da resisténcia entre isolados de A.
fumigatus aos azolicos. A resisténcia adquirida aos azélicos como altera¢Ges no locus Cyp51a,
tem sido cada vez mais comum e esta associada a falha terapéutica, levando a taxas de
mortalidade que se aproximam de 90% na Europa. Os dados sobre os padrdes de resisténcia aos
triazélicos incluem pacientes com aspergilose ndo invasiva que foram tratados com terapia
azodlica de longa duracdo e desenvolveram resisténcia adquirida ap6s 1 a 30 meses de
tratamento. H& estudos que relatam que 43% de isolados resistentes aos azdis ndo possuiam a
mutacdo no gene Cyp51A, indicando a atuagéo de outros mecanismos de resisténcia. Sabe-se
que A. fumigatus codifica bombas de efluxo e transportadores que séo usados para defesa contra
compostos toxicos, e estes transportadores e bombas poderiam fornecer protecao cruzada contra
0s az6licos. Comumente descritos esses processos sao mediados por bombas multirresistentes
(MDR), que sdo envolvidos na extrusdo ativa de moléculas antimicrobianas, incluindo azolicos
(RAJENDRAN et al., 2011; MOYE-ROWLEY, 2015; RAJENDRAN et al., 2015; VAN DE
EERDOONK et al., 2017; REICHERT-LIMA et al., 2018).

Apesar de sua toxicidade, a anfotericina B ainda € utilizada em algumas infeccbes
fangicas e, embora formulacGes lipidicas apresentem toxicidade reduzida em comparagdo a
formulacdo original, seu alto custo impede seu uso mais amplo. Essa droga interage com o
ergosterol da membrana celular fungica e produz poros que culminam em perda de eletrolitos
e consequentemente lise e morte celular. Casos de resisténcia de Aspergillus para esse
medicamento ainda ndo sdo bem compreendidos. No entanto, apesar da dificuldade de associar
resultados in vitro aos desfechos clinicos, altos valores de CIM tém sido associados a desfechos
desfavoraveis. Por ser uma droga fungicida, sua resisténcia geralmente envolve selecdo de

espécies inerentemente menos suscetiveis durante terapia, a resisténcia adquirida em espécies
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sensiveis € rara. Dois mecanismos parecem estar envolvidos na resisténcia a anfotericina B, a
diminuigéo da concentragdo de ergosterol na membrana celular devido a mutagdes na via de
sintese e aumento da producéo de catalases, que age protegendo a célula do estresse oxidativo
causado pela droga (GONCALVES et al., 2016; FISHER et al., 2018; REICHERT-LIMA et
al., 2018).

A resisténcia aos antifungicos utilizados para o tratamento de infecc¢Oes principalmente
invasivas tem desafiado os profissionais de satde. Essas drogas, sdo limitadas por interacdes
medicamentosas, efeitos adversos graves e toxicidade que ndo permitem dose prolongada ou
escalonamento de dosagem (WIEDERHOLD, 2017).

O aumento da emergéncia de resisténcia registrado nas ultimas décadas, reduz o ja
limitado repertdrio de agentes antifingicos disponiveis contra aspergilose, necessitando, assim,
desenvolver novos tratamentos alternativos, como a producdo de novos compostos, com Viés
antifungico, a partir de espécimes vegetais (DICHTL et al., 2014; MAVRIDOU et al., 2015).
Uma fonte importante de novos compostos sdo os 6leos fixos, compostos lipidicos extraidos de
sementes vegetais, que sao Uteis principalmente para as industrias alimenticia e farmacéutica
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005). Diversas plantas que ja sdo conhecidas e utilizadas
medicinalmente em diferentes paises do mundo, hoje sdo, uma fonte de poderosos compostos
(SATISH, 2008).

2.3 COMPOSTOS VEGETAIS COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA

A fitoterapia € uma antiga préatica do ser humano que usa plantas para restabelecer a
salde por meio da extracdo de metabdlitos de produtos naturais ou derivados. Mesmo quase
esquecida ha algumas décadas, tem se tornado cada vez mais intensa no mundo civilizado nos
ultimos anos. Isso gracas ao avango da medicina moderna que tem proporcionado uma
verdadeira busca por novas drogas. O Brasil, como o pais de maior biodiversidade do planeta
possui um grande potencial para pesquisa utilizando espécies de plantas (PORTS et al., 2013;
ALVES et al., 2014).

De acordo com a ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, planta medicinal
¢ toda planta ou partes da mesma, que contenham substancias ou classes de substancias
responsaveis por sua acdo terapéutica. Ainda segundo o 6rgdo, ha uma confusdo entre a
populacéo em geral, que confunde fitoterapia com uso de plantas medicinais (ANVISA, 2010).

O medicamento fitoterapico é aquele obtido exclusivamente de matérias-primas de origem
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vegetal, com qualidade constante e reprodutivel, com os riscos e eficicia conhecida através de
estudos etnofarmacoldgicos, documentacGes técnicas cientificas e/ou ensaios clinicos
(SANTOS et al., 2011).

Em contraste, 0 uso de plantas medicinais é geralmente empirico, e simboliza muitas
vezes 0 Unico recurso terapéutico de algumas comunidades e grupos étnicos. Sua utilizagdo no
tratamento e na cura de enfermidades é tdo antiga quanto a espécie humana. Ainda hoje nas
regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais séo
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais
(MACIEL et al., 2002). Em outras partes do mundo, em paises europeus como a Alemanha,
consome-se metade dos extratos vegetais comercializados em toda a Europa, cerca de US$ 3,5
bilhdes do total de US$ 7 bilhGes, em valores de 1997, onde plantas medicinais sdo utilizadas
pela populacdo para tratar resfriados, gripe, doencas do trato digestivo ou intestinal, dores de
cabeca, insbnia, Ulcera estomacal, nervosismo, bronquite, doencas de pele, fadiga e exaustdo
(VEIGA JR; PINTO, 2005). Os fitoterapicos representam uma parcela significativa no mercado
de medicamentos e, globalmente, o setor movimenta bilhGes por ano. Contudo, no Brasil ndo
ha dados oficiais atualizados, embora, estima-se que esse mercado movimente cerca de US$
160 milhdes por ano (CARNEIRO et al., 2014).

Assim como os fitoterdpicos, os 6leos fixos vegetais também séo produtos notaveis da
indUstria quimica e farmacéutica. A producdo mundial de acidos graxos obtidos da hidrdlise de
gorduras e 0Oleos vegetais totaliza milhdes de toneladas por ano. Estima-se que a producdo
mundial de acidos graxos a partir da hidrolise de gorduras e éleos vegetais totaliza cerca de 4
milhdes de toneladas por ano e forma a maior proporcao de matéria-prima para a industria
quimica (COUTINHO, 2013).

Os 6leos vegetais sdo produtos do metabolismo vegetal, encontrados principalmente em
sementes e, constituem a principal fonte de energia no processo relacionado a germinacéo.
Estes 6leos, diferentemente dos 6leos essenciais, sdo ricos em &acidos graxos mono- e poli-
insaturados, com ligagdes duplas carbono-carbono disponiveis para modificacbes quimicas e
estruturais por meio de processos oxidativos (ALMEIDA et al., 2012).

Uma vasta gama de compostos organicos naturais de origem vegetal, produtos do
metabolismo primério e secundério, sdo biologicamente ativos, isto €, tém acdo fungicida,
inseticida, citotdxica, antiviral, tranquilizante, analgésica, dentre outras. A exploracdo da

atividade bioldgica de compostos secundarios presentes no extrato bruto ou éleo essencial ou
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fixo de plantas medicinais pode constituir-se em mais uma forma potencial de controle
alternativo de doencas de plantas e até patdgenos humanos (ROZWALKA et al., 2008).

Dentre os especimes vegetais, Libidibia ferrea (Mar. ex Tul.) L. P. Queiroz, Christiana
africana DC e Sterculia Foetida Linn tem atraido atencédo de pesquisadores em todo o0 mundo
por suas propriedades medicinais e rica composicdo em compostos biologicamente ativos. L.
ferrea pertence a familia Leguminosaeae-Caesalpininoideae sendo amplamente utilizada na
medicina popular brasileira para o tratamento de asma e tosse, além disso, possui propriedades
antiulcerogénicas, analgésicas e anti-inflamatorias cientificamente comprovadas (MARREIRO
etal., 2015). C. africana e S. foetida s&o representantes da familia Malvaceae e 6leos obtidos a
partir de suas sementes s&o ricos em acidos graxos insaturados, e possuem diversas atividades
biolégicas como atividade inseticida, antifingica, antitumoral, antibiotica e antiviral (VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2005; BRAGA et al., 2015; OLIVEIRA; LEHN, 2015).

2.3.1 Libidibia ferrea (Mar. ex Tul.) L. P. Queiroz

Libidibia ferrea € uma arvore pertencente a familia Leguminosae-Caesalpininoideae
amplamente distribuida na regido nordeste do Brasil, sendo popularmente conhecida como pau-
ferro ou jucé. Sua altura pode chegar a oito metros, de copa arredondada e ampla, seu tronco
mostra-se geralmente tortuoso de superficie lisa casca lisa e acinzentada, descamante, revelando
a entrecasca verde (Figura 2) (PEDROSA et al., 2016; LIMA, 2012). E geralmente encontrada
nos estados do Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe,
Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro. Possui madeira muito resistente, sendo
comumente utilizada na construcdo civil, para carpintaria, silvicultura urbana, paisagismo e
recuperacdo de areas degradadas (MATOS et al., 2015).

Na medicina popular é utilizada no tratamento de problemas bronco-pulmonares,
distarbios gastrointestinais, diabetes, doencas renais e distdrbios inflamatdrios. Estudos
indicam que L. ferrea possui propriedades antiulcerogénicas, anti-inflamatoria, efeito
qguimiopreventivo do cancer, antioxidantes e atividades hepatoprotetoras e sendo assim L.
ferrea vem sendo amplamente utilizada para fins terapéuticos (PEDROSA et al., 2016;
GUERRA, 2017). Além disso, um estudo etnoveterinario realizado por Monteiro et al., 2011
observou que na Amazonia, os frutos de L. ferrea em infusdo no alcool, séo utilizados para
tratar feridas cutaneas, e a infusdo na dgua ou xarope sdo usados tratamento da tosse de animais

de estimacdo. Em analise fitoquimica, foi demonstrado que os frutos e vagens de L. ferrea



37

apresentam cumarinas, flavonoides, saponinas, esterdides e taninos (PEDROSA et al., 2016).
Outras partes também foram caracterizadas contendo terpenos assim como outras substancias
polissacarideas que sdo responsaveis por suas propriedades biologicas (FERREIRA; SOARES,
2015). Ports et al. (2013) constataram uma grande quantidade compostos fenolicos nas folhas

de L. ferrea e seus constituintes quimicos (acido géalico e quercitinas).

Figura 2 — Exemplar de L. ferrea

Fonte: O autor (2019).

L. ferrea tem se mostrado uma espécie rica em compostos biologicamente ativos e
devido ao seu reconhecido potencial etnomedicinal, 0 Ministério da Sadde incluiu-a na lista de
espécies de plantas medicinais de importancia relevante para o Sistema de Salde Brasileira
(GUERRA, 2017).

2.3.2 Christiana africana DC

Christiana africana DC, popularmente conhecida como “Gargatiba” é amplamente
distribuida na Africa, Madagascar, Tanzania, Angola e América do Sul. No Brasil, é
comumente encontrada nas regides Nordeste e Sudeste do pais, nos dominios da Amazénia e

Floresta Atlantica. Em Pernambuco, € encontrada apenas na Zona da Mata. A espécie era
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classificada como pertencente a familia Tiliaceae, que foi posteriormente incluida na familia
Malvaceae (MICHALET et al., 2008; BARBOSA, 2016).

E utilizada na medicina popular para o tratamento de hipertensdo (MICHALET et al.,
2008). Trés compostos cardiotonicos foram isolados de sua madeira e casca. Além disso, em
alguns paises da América Central infusdes de suas cascas sdo utilizadas para tratar doencas
gastrointestinais e gonorreia (LOUPPE et al., 2008).

C. africana € uma arvore de pequeno e médio porte que pode atingir até 14 metros de
altura. Na inflorescéncia, é tipica a presenca de um olho parecido com umbel axilar ou terminal,
com muitas flores e um pedinculo com bracteas filiformes como demonstrado na Figura 3A.
Seus frutos sdo pequenos e elipsoides de superficie peluda e de coloragdo castanho-claro a
castanho-escuro (LOUPPE et al., 2008) (Figura 3B).

Figura 3 — Cristiana Africana DC. A) flores B) frutos.

Fonte: Banco de Dados de Plantas Tropicais, Ken Fern.tropical.theferns.info (2019).

2.3.3 Sterculia Foetida Linn.

Sterculia foetida é uma planta tropical pertencente ao género Sterculiaceae.
Originalmente é uma planta nativa da Africa Oriental, india, Malasia e Australia, adaptada a
ambientes tropicais e subtropicais, que foi introduzida no Brasil para fins ornamentais.
Conhecida popularmente como “Chicha” tem porte arbdreo, sendo utilizada principalmente na
arborizacao de pracas e parques em varias regies do pais (BARBOSA; 2016)

Sterculia foetida é uma arvore de grande porte, reta, de folha caduca que cresce até 40
metros de altura e, com os ramos dispostos em verticilos horizontalmente (Figura 4) e tem uma
vida média de mais de 100 anos (ONG et al., 2013). Essa espécie apresenta atividade anti-

inflamatdria, antioxidante, atividade broncodilatadora, antibacteriana, hemolitica e antifingica.
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Presenca de varios constituintes como esteroides, fenois, saponinas, proteinas e aminoacidos,
alcaloides, flavonoides, glicosideos e taninos cardiotonicos foram identificados por fitoquimica
(SACRAMENTO et al., 2016). Essa espécie tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores
devido as suas propriedades medicinais. As oleaginosas “Chichd” sdo comestiveis, sendo
frequentemente usadas para cozinhar. O teor de 6leo das sementes é rico em acidos graxos e
esta associado a varias propriedades bioldgicas, incluindo antifungicas, antibioticas, antivirais,

atividade antitumoral (BRAGA et al., 2015).

Figura 4 — Exemplar de Sterculia foetida Linn.
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Fonte: Banco de Dados de Plantas Tropicais, Ken
Fern. tropical.theferns.info (2019).

As partes desta planta como sementes (Figura 5), folhas, casca possuem valor medicinal
consideravel. Suas folhas sdo utilizadas em infusGes como fitoterapicos como diurético,
rapiente e como repelente de insetos. Em Gana, Africa do Sul, o 6leo das sementes de S. foetida
é extraido em pequena escala, para ser utilizado para o tratamento de coceiras e outras doengas
de pele em forma de pasta (KALE et al., 2011).

Com base em alguns estudos é possivel perceber que muitas formas de terapia com S.
foetida foram desenvolvidos. Estas plantas medicinais sdo de importancia imprescindivel em
regides onde os servicos de saude médicos de saide modernos ndo estdo disponiveis ou ndo séo

facilmente acessiveis (VENKATESWARA RAO et al., 2015).
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Figura 5 — Sementes de Sterculia Foetida Linn

Fonte: Banco de Dados de Plantas Tropicais, Ken
Fern. tropical.theferns.info (2019).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material botanico (folhas) de Libidibia ferrea foram coletadas nos arredores da
Destilaria Miriri Alimentos ¢ Bioenergia S/A (S 6°57°48.1” WO 35°08°28.1”), no municipio de
Santa Rita- PB, Brasil. A exsicata de n° 84. 282 encontra-se arquivada no Herbario Geraldo
Mariz (UFP), Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Brasil.

Os oleos fixos extraidos de sementes de Christiana africana DC e Sterculia foetida
Linn, foram cedidos pelo Laboratério de Ecologia Aplicada e Fitoquimica. As sementes foram
coletadas no campus da UFPE. As exsicatas das duas espécies de Malvaceae de n° 73.912 e
75.204 correspondentes a C. africana e S. foetida respectivamente, também se encontram no
Herbario UFP.

3.1.2 Obtencéo dos compostos vegetais
3.1.2 Obtencéo do extrato aquoso e fracdes de L. ferrea
Para a obtencéo do extrato aquoso, as folhas de L. ferrea foram submetidas a extracéo a

frio sucessivamente com etanol/agua 70% (p/v). A solucdo obtida foi destilada sob pressédo

reduzida, e o extrato etandélico obtido, foi liofilizado fornecendo 48 g de extrato bruto. Em
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sequida para a obtencéo das fragdes, 10 g do extrato bruto liofilizado foi submetido a separacéo
liquido/liquido em solventes de polaridade crescente (hexano e acetato de etila) para a obtengéo
das fracdes de acordo com os métodos descritos por Santin et al. (2014).

Por fim, os principais grupos de metabolitos presentes no extrato e éleos fixos foram
identificados através de métodos cromatogréaficos e espectrometria de massas (Wagner e Bladt,
1996).

3.1.2.2 Extracao dos 0Oleos fixos de C. africana e S. foetida

A extracdo dos 6leos fixos das sementes de C. africana e S. foetida foi realizada em
Extratora Automatica (Modelo ASE 350 Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA),
utilizando n-hexano a temperatura constante de 40° C, pressdo de 1500 psi e fluxo de volume
de 60%. As extragdes foram realizadas em células de extracdo de 100 mL com tempo estéatico
de extracdo de 3 min, seguida de lavagem em solvente e purga com nitrogénio gasoso. Por fim,

o0 solvente foi removido em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida (ALVES, 2009).

3.1.3 Identificacdo dos componentes presentes nos compostos vegetais

3.1.3.1 Analise do extrato por UPLC-MS (cromatografia liquida de ultra performance

acoplada a espectrometria de massas)

Para a identificacdo dos constituintes presentes no extrato aquoso de L. ferrea foi
realizada uma cromatografia liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas,
a mesma foi realizada com um cromatdgrafo liquido de ultra performance (UPLC) Acquity H-
Class (Waters). Foi empregada uma coluna BEH 2,1 x 100 mm e tamanho de particula de 1,7
um. As fases moveis utilizadas consistiram de solucéo aquosa contendo 2% de MeOH, 5 mM
de formiato de amonio e 0,1% de &cido férmico (eluente A) e solugdo metandlica contendo
0,1% de &cido férmico (eluente B), que foram bombeadas a uma vazdo de 0,3 mL/min. A
eluicéo foi realizada em modo gradiente e a condicao inicial (98% A/ 2% B) foi mantida por
0,25 min. A proporgdo de B foi aumentando linearmente para 99% em 8,5 min, mantendo-se
em 99% de B por um min, seguida da imediata diminuicdo para 2% de B, onde foi mantida até

11 min. Dez microlitros de amostra foram injetados. A temperatura da coluna foi mantida a 40°
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C e o0 auto injetor a 10° C. O sistema UPLC foi acoplado a um espectrometro de massa single
quadrupolo SQ Detector 2 (Waters). A voltagem do capilar foi de 3,5 Kv, a voltagem do ¢
one 30 V, a temperatura de dessolvatagéo foi de 450 ° C, com fluxo de gas da fonte de
650 L/h. A aquisicdo dos dados foi feita em modo fullscan, buscando massas entre 100 e 1000
Da, em ionizagdo negativa. A aquisi¢do dos cromatogramas e espectros de massas foi feita

através do software MassLynx™ (Waters).

3.1.3.2 Andlise dos 6leos fixos por cromatografia gasosa

Antes de realizar a cromatografia, foi realizada uma hidrdlise e transesterificagdo dos
oleos fixos de C. africana e S. foetida conforme o0 método ISO 5509 (1978) com modificacdes.
Os ésteres metilicos de acidos graxos (EMGAs) foram quantificados em cromatdgrafo gasoso
com detector de ionizagdo de chama (FID) modelo GC-2010 Plus e auto injetor AOC-20i
(Shimadzu, Kyoto, Japédo). Foi utilizada uma coluna capilar ZB-5HT (5% fenil, 95%
dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,10 pum) (Phenomenex, Allcrom) nas seguintes
condicdes: temperatura inicial da coluna 135° C (1 min); taxa de aquecimento de 3° C/min até
215° C; 215° C (20 min); as temperaturas do injetor e detector foram 230° C e 240° C,
respectivamente. Gas hélio foi utilizado como gas de arraste (0,59 mL/min). O volume de
injecdo foi de 2 pL e a razdo split 1:100. Os EMAGs foram identificados em cromatdgrafo
gasoso (Agilent Technologies 7820A, Waldbroon, Alemanha) acoplado a espectrdmetro de
massas (Agilent Technologies 5975C, Waldbroon, Alemanha) utilizando coluna capilar
HP5MS (5% fenil-metilsiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) (Agilent Technologies,
Waldbroon, Alemanha). Os espectros de massa obtidos foram comparados com o banco de
dados Wiley 229 (Wiley, New York) e a NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library (NIST 08). Os
EMAGs foram identificados pela comparacdo com tempos de retencdo de padrdes auténticos
de ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco FAME mix C4-C24, Bellefonte, PA, USA). A
quantidade relativa dos EMAGs foi determinada pela &rea integrada de cada pico e expressa

em porcentagem da area total de todos os picos (BARBOSA, 2016).

3.2 OBTENCAO E MANUTENCAO DAS CULTURAS

Foram obtidas da Colecdo de Culturas Micoteca URM da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), seis isolados de Aspergillus fumigatus (URM 5643, URM 5698, URM
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5992, URM 6562, URM 6573, URM 6577), caracterizadas como produtores de biofilme em
ensaio in vitro. Para controle de qualidade a cepa ATCC® (American Type Culture
Collection) 204305 foi inserida no teste. Por fim, as culturas de A. fumigatus foram mantidas

em meio Batata Dextrose Agar (BDA) & temperatura de 28°C +2 °C.

3.3. SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

3.3.1. Padronizacéo do in6culo

Culturas de A. fumigatus foram semeadas em tubos de ensaio contendo BDA e
incubados por 14 dias a 35 ° C. Apds esse periodo, os conidios foram coletados pela adi¢édo de
5 mL de tampdo fosfato salino (PBS), pH 7,2, contendo Tween 20 na concentracdo de 0,025%
(v/v). E o in6culo ajustado para 0.09 a 0.13 de densidade épitca (DO) em espectrofotbmetro
(Modelo Genesys 10S, Thermo Scientific) a 530nm.

3.3.2. Suscetibilidade antifungica in vitro

O método utilizado foi baseado nas condi¢des descritas no documento M38-A2 do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). Como antifungico padrdo, foi utilizado o
intraconazol em concentragdes de 0,03 a 16 pg/mL preparada em dimetilsulfoxido (DMSO) a
1% e, concentragdes variando de 2 a 1024 pg/mL do extrato de L. ferrea e suas fracdes assim
como para os 6leos fixos de C. africana e S. foetida. Para o teste foram preparadas suspensées
padronizadas dos conidios diluidas (1:50) em meio RPMI 1640, obtendo-se uma concentracdo
final de 0,4x10* a 5x10* UFC/mL. Em placas de microtitulagdo de fundo chato com 96 pogos
(TPP, Suica) foram dispostos 100 puL de cada uma das dilui¢des da droga padrdo e extratos
testados nas colunas de 1 a 10. Em seguida, 100 uLL de meio RPMI 1640 foram distribuidos nas
colunas 11 e 12, as quais foram utilizadas como controle de crescimento e de esterilizag&o,
respectivamente. Posteriormente, 100 pL do indculo previamente padronizado, como descrito
anteriormente, foram adicionados aos po¢os das colunas 1 a 11, sendo as microplacas incubadas
a 35°C por 48 horas.

A CIM foi definida como a menor concentracdo de antifungico capaz de inibir 100% o

crescimento para 0s compostos vegetais.
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3.4 FORMACAO E TRATAMENTO DOS BIOFILMES

As culturas de A. fumigatus foram cultivadas em BDA a 37°C por cinco dias. Os conidos
foram coletados por lavagem da superficie das culturas utilizando 5ml de PBS, pH 7,2 contendo
Tween 20 na concentragio de 0,025% (v/v), e ajustado o indculo para 1x10%células em meio
RPMI 1640 (Sigma) tamponado com HEPES (Gibco®) em espectrofotobmetro a 570 nm
(MOWAT et al., 2007).

Os biofilmes foram produzidos em placas de microtitulacdo de fundo chato (96 pogos),
pela adi¢do de 200 ul da suspensdo celular padronizada em cada orificio por cada periodo de
tempo determinado (24 e 48 horas), incubado a 35°C. Em cada intervalo de tempo, 0 meio de
cultura foi removido dos orificios e as células lavadas trés vezes com PBS pH 7,2 para total
remocao de células ndo aderentes (MOWAT et al., 2007).

O itraconazol e 0s compostos vegetais (extrato bruto e os 6leos fixos) foram preparados
e diluidos como descrito anteriormente e distribuidos nos orificios contendo biofilme, crescido
em 48 horas, e incubados a 35°C. Orificios contendo biofilme sem tratamento e orificios apenas
com meio RPMI foram utilizados como controles positivo e negativo, respectivamente.

As CIMs foram determinadas como 50 a 90% de reducdo do metabolismo comparado
com o controle n&o tratado utilizando o ensaio de reducéo de MTT.

3.4.1 Método de coloracdo MTT

Os isolados foram semeados em Agar Batata Dextrose (BDA) por cinco dias a 35° C, e
suas suspensdes em meio RPMI Medium 1640 tamponado com HEPES (Gibco®) foram
ajustadas para concentragio de 10° células/mL. Posteriormente, 100 pL foram adicionadas em
pocos das placas de poliestireno contendo 96 pogos, sendo mantidas a 35° C por 48 horas.

A quantificagdo dos biofilmes foi realizada com o ensaio de reducéo de sal de 1- (4,5-
Dimethylthiazol-2- yl) -3,5- diphenylformazan (MTT- Sigma Chemical, St. Louis, MO), no
qual 20 pL, na proporcdo de 5 pL para 1mL de tampédo PBS, esterilizado por filtracdo em
membrana (Millipore, poros de 0,22 um) foi adicionado a cada pogo da placa de microtitulacao.
As placas foram incubadas na auséncia de luz a temperatura de 35° C, por 18 horas.
Posteriormente, o corante foi aspirado e entdo adicionado 200 pL de isopropanol (FREMOSIER
etal., 1999; BERRIDGE; HERST; TAN; 2005; KROM et al., 2006). As placas foram mantidas

em repouso por 15 min e em seguida foram transferidos 100 pL do contetido de cada pogo para
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nova placa de microtitulacdo, afim de proceder a leitura em leitor de microplacas com 570 nm
de comprimento de onda (RAMAGE et al., 2002; KROM et al., 2006; PIERCE et al., 2008).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram representados pelas médias e desvio padrdo de trés
replicatas. Para apresentacdo grafica e a avaliacdo estatistica dos dados experimentais,
dependendo da finalidade do experimento e natureza dos dados, foi realizada analise de
variancia (ANOVA) e/ou teste de Tukey, para multiplas comparagdes. Foi utilizado o software
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., Califérnia, USA). Valores de P (p-values)

menores que 0,05 foram considerados significantes.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO E ANALISE DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DOS
COMPOSTOS VEGETAIS

Na anélise fitoquimica do extrato hidroalcoolico das folhas de L. ferrea por UPLC-MS
foi detectada a presenca de polifendis totais, incluindo os &cidos galico e elégico, e flavondides,
como a quercetina e luteolina (Figura 6). A presenca dos acidos galico e elagico no extrato
aquoso das folhas de L. ferrea também foi constata por Ueda et al. (2002) nos frutos. Port et al.
(2013) também demonstraram a presenca de compostos fendlicos em suas folhas e Costa et al.
(2015) com extratos hidroalcodlicos do caule, casca e folhas mostraram também a presenca de
flavonoides, e outros compostos como saponinas, taninos, cumarinas e esterais.

Diversos estudos descreveram as propriedades antimicrobianas de L. ferrea. A maioria
destes realizados com o extrato bruto, sendo detectado alto conteudo de polifendis com
propriedades analgésicas, anti-inflamatorias, antiulcerogénicas e quiopreventivas.

Ueda et al. (2002) ja haviam descrito a presenca de acido galico e elagico nos frutos de
L. ferrea. Outros estudos fitoquimicos dos extratos hidroalcodlicos do caule, casca e folhas
mostraram a presenca de flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas e esterdis (COSTA et al.,
2015).

Em nosso estudo foi observado a presenca de polifendis, incluindo polifendis totais,

acido galico e acido elagico, e flavonodides, como a quercetina e luteolina. Confirmando estudos
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anteriores nos quais esses componentes foram identificados em extratos obtidos em diferentes
partes de L. ferrea.

Na identificacdo dos constituintes quimicos dos 0Oleos fixos extraidos de sementes de C.
africana e S. foetida por cromatografia gasosa, foi demonstrado a presenca de acidos graxos
em diferentes concentracdes para cada espécie. Nos cromatogramas de C. africana (Figura 7)
e S. foetida (Figura 8) foram detectados acidos palmitico, linoleico, oleico, estearico, malvalico,
linolénico e esterculico.

Estudos detectaram que 06leos fixos extraidos de sementes de S. foetida contém 71,8%
de &cido esterculico e proporg¢es menores de acidos oleico, linoleico e cidos graxos saturados.
Estes consistem principalmente de acido miristico, palmitico e estedrico (KALE et al., 2011).

Em nosso estudo apenas o acido miristico ndo foi encontrado.



Figura 6 — Cromatograma do extrato bruto de Libidibia Ferrea por LCM-SM enumerados com o constituinte correspondente: 1. &cido galico, 2. acido elagico, 3. quercetina, e 4. Luteolina.
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Fonte: O autor (2019).




Figura 7— Cromatograma com os compostos no 6leo fixo de Christiana africana DC por GC-FID. Os picos enumerados de acordo com a constituinte correspondente: 1.
acido palmitico, 2. &cido malvalico, 3. &cido linoleico, 4. acido oleico, 5. acido linolénico, 6. Acido estedrico e 7. acido esterculico, 6. &cido estearico e 7. acido esterculico.
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Figura 8— Cromatograma com os compostos no 6leo fixo de Sterculia foetida Linn por GC-FID. Os picos enumerados de acordo com o constituinte correspondente: 1.
acido palmitico, 2. acido malvalico, 3. acido linoleico, 4. &cido oleico, 5. acido linolénico, 6.4cido e 7. acido esterculico.
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Estudos demonstraram a presenca de &cidos graxos saturados e insaturados em S. foetida
(ONG et al., 2013; RAJASEKHARREDDY’; RANI, 2014). Nossos resultados corroboram o0s
obtidos por outros autores como Bindhu et al. (2011) que relataram que o 6leo de S. foetida
contém acidos graxos ciclopropénico (54%), esterculico (44,3%) e acido malvalico (10,2%),
assim como o acido oleico (1,0%) e linoleico (11%).

Os acidos ciclopropénicos, como o malvélico e esterculico detectados no 6leo de S.
foetida e C. africana sdo compostos sintetizados por espéecies de plantas da familia Malvaceae
(BINDHU et al., 2011). Entretanto, S. foetida apresentou uma concentragdo maior de acido
estercalico que C. africana, o contrario aconteceu com acido malvalico (Tabela 1).

Estes acidos agem inibindo a acil-dessaturase de acidos graxos em Varios organismos e
possivelmente, age pelo mesmo processo em fungos (SCHMLD; PATTERSON,1988). Quando
incorporados em culturas contendo o fungo fitopatdgeno, Ustilago maydis, causaram alteragdes
morfologicas logo apds a germinacédo do esporo. Além disso, esporos tratados com estes acidos
mostraram irregularidades da parede celular, alem de inibir a extensdo hifal de Rhizoctonia
solani e dessaturacdo de acidos graxos de Fusarium oxysporum prejudicando o
desenvolvimento fungico (LIM, 2012). Outro componente encontrado, o acido linoleico, se
caracteriza como um acido graxo poliinsaturado, e é reconhecido por sua atividade antifingica
também contra fungos fitopatogénicos (POHL et al., 2011).

Oleos extraidos de sementes de S. foetida e C. africana possuem &cidos graxos
ciclopropénicos, em sua composicdo que apresentam um amplo espectro de propriedades
bioldgicas (RAJASEKHARREDDY; RANI, 2014). A atividade antifingica dos acidos
cicloprénicos ja foi demonstrada contra espécies de fungos filamentosos como Aspergilus niger
e Mucor rouxianus, mas alguns séo essencialmente inativos contra fungos néo filamentosos tais
como Candida albicans (SALAUN, 1999). Outro &cido graxo, como o linoleico também
apresenta atividade antifungica relatada (KABARA et al., 1972).



Tabela 1— Analise dos constituintes quimicos encontrados no cromatogramas de Christiana africana DC e Sterculia foetida Linn por GC-FID.
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Formula  Tempo de retencédo (min) Area Altura do pico Concentracao (%)
Composto

guimica C. africana S. foetida C. africana S. foetida C. africana S. foetida C. africana S. foetida
1. Acido palmitico C 16:0 13.594 13.601 47051.5 60574.1 10506.6 12744.0 1.512.462 1.849.569
2. Acido malvalico c18:1 17.002 17.029 23586.0 18021.8 5315.1 4331.5 758.168 550.275
3. Acido linoleico C18:2 17.445 15.528 128750.2 29655.7 28601.1 6987.9 4.138.654 905.501
4. Acido oleico c18:1 17.633 17.667 34745.5 24851.2 8363.4 6031.8 4.138.654 7.588
5. Acido linolénico C18:2 17.829 17.846 2420.8 2116.2 843.6 692.9 0.77816 0.64616
6. Acido estearico C18:0 18.263 18.280 7669.5 8715.0 2360.2 2437.6 246.435 266.103
7. Acido esterculico C19:1 19.191 19.166 66868.5 1835714 13632.7 341115 2.149.477 5.605.136

Fonte: O autor (2019).
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4.2 SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA

Foram avaliadas as concentracdes inibitorias minimas (CIM) de seis isolados de A.
fumigatus estocados na Micoteca URM/UFPE e a ATCC (American Type Culture Collection),
frente ao antifingico comercial (Itraconazol), e compostos vegetais (6leos fixos de C. africana
e S. foetida, extrato bruto e fragdes hexanica e acetato de etila de L. ferrea) segundo a
metodologia de microdiluicdo em caldo, conforme estdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2 — Perfil de sensibilidade antiflngica de culturas de Aspergillus fumigatus frente a Itraconazol e éleos
fixos de Christiana africana DC, Sterculia foetida Linn e extrato bruto e fragdes de Libidibia ferrea.

Culturas Itraconazol C. africana S. foetida L. ferrea e fracGes
(0,03-16 pg/mL) | (2-1024 pg/mL) | (2-1024 pg/mL) | (2-2048 pg/mL)
URM 5643 0,03 pg/mL 512 pg/mL 1024 pg/mL SIA
URM 5698 0,03 pg/mL 512 pg/mL 1024 pg/mL SIA
URM 5992 0,03 pg/mL 512 pg/mL 1024 pg/mL SIA
URM 6562 0,03 pg/mL 512 pg/mL 1024 pg/mL SIA
URM 6573 0,03 pg/mL 512 pg/mL 1024 pg/mL SIA
URM 6577 0,03 pg/mL 512 pg/mL 1024 pg/mL SIA
ATCC® 205304 0,03 pg/mL 512 pg/mL 1024 pg/mL SIA

S/A= sem atividade.

O valor de CIM para o itraconazol foi de 0,03 pg/mL para todos os isolados, sendo,
portanto, todos sensiveis a este farmaco. Para os 6leos fixos de C. africana a CIM foi de 512
pg/mL e S. foetida a variacdo de CMI foi de 512 a 1024 pg/mL. O extrato bruto de L. ferrea
assim como para suas fracbes ndo foi detectado inibicdo de crescimento fldngico nas
concentracgdes testadas (2 a 2048 pg/mL).

Apesar de ndo apresentar atividade frente aos isolados de A. fumigatus, ensaios

farmacoldgicos pré-existentes com os extratos obtidos de sementes de L. ferrea demonstraram



53

atividade inibitéria contra alguns microrganismos, como Candida albicans, Streptococcus
mutans, S. salivarius, S. oralis e Lactobacillus casei, assim como potencial anti-inflamatorio e
atividade cicatrizante. Sua atividade antifingica também ja foi descrita anteriormente contra A.
niger, Colletotrichium lindemuthianum, Colletotrichum truncatum, Fusarium oxysporum,
Fusarium solani, Fusarium pallidoroseum, Mucor sp., Neurospora sp., Penicillium herguei,
Phomopsis sp., Phytiumoli gandrum, Thanatephorus cucumeris e Trichoderma viride
(CAVALHEIRO et al., 2009; KOBAYASHI et al., 2015).

O itraconazol, antifungico da classe dos azoélicos, agiu na menor concentracédo testada
em todos os isolados. Apesar disso, a resisténcia a essa classe de droga vem sendo relatada em
varios paises. As taxas de resisténcia aos azolicos variam amplamente entre os centros médicos
em todo o mundo. Estudos epidemiolégicos de vigilancia global revelam que 3,2% dos isolados
de A. fumigatus sdo resistentes a um ou mais antifungicos azoélicos. No entanto, tem se
observado uma variagdo nessa taxa de resisténcia, onde em alguns estudos observam-se altas
taxas de resisténcia deste patdgeno enquanto outros autores relatam taxas inferiores a 1%
(PERLIN etal., 2017; DERNADI et al., 2018). A maioria dos relatos de resisténcia em isolados
de A. fumigatus tem origem nos paises europeus, podendo ser atribuida ao uso generalizado de
fungicidas agricolas a base de azolicos. E, apesar de A. fumigatus ndo ser um fungo
fitopatdgeno, sua ampla distribuicdo geografica o expde a estes fungicidas, que tem por
finalidade agir contra fungos como Fusarium, Mycospaerella e A. flavus, mas que também
apresentam atividade contra A. fumigatus no seu habitat e, por conseguinte a exposi¢do €
inevitavel (MEIS et al., 2016; CHOWDHARY; SHARMA; MEIS, 2017; PERLIN et al., 2017).

A resisténcia a azolicos em isolados clinicos de A. fumigatus foram relatados em quase
todos os paises do mundo. No Brasil, um estudo realizado durante 2000-2012 relatou uma taxa
de resisténcia aos azolicos de cerca de 3,5% em cepas de A. fumigatus (GONCALVES, 2017).
Contrariando estes resultados, em nosso estudo, ndo foi observado resisténcia das cepas testadas
frente ao itraconazol, e, 0 mesmo inibiu o crescimento fungico na menor concentracdo testada
(0,03ug/mL). Negri et al. (2017) avaliaram a resisténcia aos azélicos em 221 isolados de A.
fumigatus obtidos de amostras clinicas de pacientes internados em centros médicos de quatro
cidades brasileiras entre 1998 e 2017. Em seus resultados também n&o foi detectado resisténcia
dos isolados contra os azdlicos.

Outro estudo brasileiro realizado por Denardi et al. (2018) avaliou o perfil de

suscetibilidade de 105 cepas clinicas e ambientais de A. fumigatus frente a anfotericina B,
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azolicos e equinocandinas. No estudo 52% dos isolados clinicos e 50% dos ambientais foram
sensiveis ao itraconazol.

Segundo Meis et al. (2016) a resisténcia a esta classe de antifungico é frequentemente
associada ao resultado de mutacdes no gene cyp51A. Entretanto, outras mutacdes pontuais
especificas, como a substituicdo de aminodcidos G54, M220, 1266, S297 e L98H em
combinagdo com uma repeticdo em tandem na regido promotor também podem ser possiveis
causas de resisténcia aos triazélicos (ZHANG et al., 2017). Gongalves et al. (2017) alertaram
para o fato de que apesar de alguns estudos relatarem casos de resisténcia aos azolicos frente a
Aspergillus em seis continentes, pouco se sabe sobre sua real frequéncia globalmente,
principalmente porque a maioria dos centros médicos ndo realiza testes de sensibilidade

rotineiramente.
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4.3 FORMACAO E TRATAMENTO DOS BIOFILMES

Todos os isolados, clinicos (URM 6562, URM 6573, URM 6577) e ambientais
(URM 5943, URM 5992, URM 5698), assim como o isolado ATCC® 203405 de A.
fumigatus mostraram-se capazes de formar biofilme in vitro como demonstrado no Gréafico
1.

Ha alguns anos, a maioria dos estudos realizados visavam entender a fisiologia e
viruléncia de Aspergillus por meio de seu crescimento em meio liquido, e sob agitacéo.
Entretanto, em todas as infec¢bes por Aspergillus, bem como sobre um substrato solido, A.
fumigatus cresce como uma colbnia formada por hifas multicelulares dispostas em
multicamadas, embebidas em uma matriz extracelular, caracteristica tipica dos biofilmes
(BEAUVIS; LATGE, 2015). Logo, diversos estudos desde entdo se dedicaram a avaliar a
formacéo de biofilmes por A. fumigatus. Mowat et al. (2007) avaliaram as diferentes fases
de crescimento de seus biofilmes e, Loussart et al. (2010) a composicdo dos biofilmes. Em
nossos resultados, houve diferenca significativa entre os biofilmes formados in vitro pelos
isolados testados (p < 0,5), reafirmando a notavel capacidade de formacéo in vitro destes
agregados por A. fumigatus.

Gréfico 1- Biofilmes formados por A. fumigatus em 48horas de incubagéo. (p <0,5).
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A. fumigatus causa infecgOes graves em humanos e sua viruléncia correlaciona-se
com o crescimento e ramificagBes de suas hifas. A formacéao de biofilmes por esse patdgeno
fangico é uma resposta adaptativa ao hospedeiro humano e/ou ambiente externo, que
contribui diretamente com 0 insucesso terapéutico e aumento do nimero de casos de
resisténcia (HOKKEN et al., 2019).

A resisténcia antifungica em casos em que ha formacdo de biofilmes in vitro ou in
vivo é cada vez mais comum, e muitas vezes requer a remocdo do substrato infectado. Os
mecanismos de resisténcia antifungica em fungos sdo complexos. Estes incluem mutacfes
no gene Cyp51A, bombas de efluxo, calcineurina ativada pela via de sinalizagdo Hsp90 e,
presenca de eDNA (RAJENDRAN et al., 2015).

Em nosso estudo, para o tratamento dos biofilmes formados, foram utilizados apenas
0s compostos que demonstraram atividade antifungica frente os isolados. Sendo assim, 0s
biofilmes formados foram tratados ap6s 48 horas de incubagdo com o itraconazol e 6leos
fixos de C. africana e S. foetida, com concentracdo acima das CMIs obtidas no teste de
microdiluicdo em caldo para esses compostos.

O antifangico comercial (ltraconazol) assim como os dleos fixos de S. foetida e C.
africana investigados, reduziram significativamente os biofilmes formados pelos seis
isolados e a ATCC®205304 de A. fumigatus apos 24 horas de exposicdo conforme
demonstrado no Grafico 2.

Apesar de diversos estudos tratarem da dificuldade de tratamento dos biofilmes pelos
antifingicos convencionais, em nosso estudo, o antifingico comercial (Itraconazol) foi
capaz de reduzir atividade celular em biofilmes de A. fumigatus com CMI de 16pg/mL. Os
oleos fixos de C. africana e S. foetida agiram em concentracao de 1024ug/mL.

A acdo dos azolicos contra biofilmes de A. fumigatus demonstra que este farmaco é
eficaz contra A. fumigatus. Entretanto, vale ressaltar que foram tratados biofilmes maduros
(48 h), Rajendram et al. (2011) em seus estudos ja haviam demonstrado que o tratamento de
biofilmes € fase-dependente e que se tivéssemos biofilmes tratados em tempos diferentes
ndo obteriamos o mesmo resultado. Além disso, para nossos estudos foi utilizada uma
concentracdo alta de itraconazol, que talvez na préatica clinica ndo seja ideal, devido a
problemas de toxicidade. No mais, ndo se deve ignorar 0s crescentes casos de resisténcia a
este farmaco. Um estudo brasileiro, realizado por Denardi et al. (2018) encontrou uma taxa
de 20-25% de resisténcia a itraconazol em isolados clinicos e ambientais de A. fumigatus o
que é alarmante, considerando os fatos que triazolicos sdo a primeira linha de tratamento

para aspergilose.
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Grafico 2 — Biofilmes tratados com o farmaco (ltraconazol) e 6leos de C. africana
e S. foetida por 24 h. (p <0,5).
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Fonte: O autor (2019).

Os oleos fixos de S. foetida e C. africana reduziram o metabolismo celular de A.
fumigatus em concentracdo de 1024 pug/mL em 48 horas de exposicao (Grafico 3). Para o
Itraconazol ndo houve diferenca significativa entre os tempos de tratamento (Tabela 3).
Apesar de diversos estudos discorrerem sobre a dificuldade nos tratamentos de biofilmes, e
0 aumento nos casos de resisténcia aos azolicos, em nosso estudo, o Itraconazol foi capaz de
reduzir o metabolismo celular dos biofilmes formados por A. fumigatus.

Dados recentes mostram que A. fumigatus possui plasticidade fenotipica que o
permite sobreviver quando exposto ao Itraconazol. Este patdgeno se adapta a presenca do
antifungico, e estudos ja identificaram 25 potenciais transportadores de efluxo de drogas que
potencialmente ajudam o fungo a sobreviver exportando itraconazol para fora da célula
(HOKKEN et al., 2019). Um tipo de bombas de efluxo comum em biofilmes de A. fumigatus
sdo as MDR (AfuMDR), que demonstraram estar associadas a0 aumento da resisténcia ao
itraconazol. Supfe-se que essas bombas sejam ativadas a medida que o biofilme se

desenvolve para regular a homeostase e pela exposicdo a compostos antifungicos



58

(RAJENDRAN et al., 2011). Além disso, hd um aumento na atividade da bomba de efluxo
no biofilme maduro em comparagdo com biofilmes jovens. Um modo adicional de ac¢do para
polienos e azdis € a producdo de altos niveis de oxidantes reativos (ROSs) que induz a
apoptose das células fungicas. Entretanto nos biofilmes, também h& aumento na capacidade
de remocdo de ROS, por meio de antioxidantes que pode ser responsavel por um aumento
da resisténcia do biofilme as drogas (BEAUVIS; LATGE, 2015).

A taxa de emergéncia da resisténcia a antifingicos é maior que o ritmo de descoberta
de novos compostos antifungicos. Sendo assim, testamos dois 6leos fixos extraidos de duas
espécies ndo convencionais. Os 0Oleos fixos reduziram foram capazes de reduzir a atividade

celular dos biofilmes formados por A. fumigatus.

Gréfico 3 — Biofilmes tratados com o farmaco (Itraconazol) e 6leos fixos de C.
africana e S. foetida por 48 h. (p <0,5).
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Com relacdo aos tempos de tratamento, é possivel perceber que houve diferenca
quanto ao tempo de exposicdo dos mesmos, onde foi observada uma maior reducdo no
metabolismo celular em 24 horas de exposicéo (Tabela 3). Entretanto, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os biofilmes tratados entre os Gleos frente os biofilmes

formados pelos isolados testados (Tabela 4).



59

Tabela 3 — Médias ¢ desvio-padrdo expressas para os tempos de tratamento nos biofilmes
de A. fumigatus frente ao antifungico e compostos vegetais nos periodos de 24 a 48 horas
de exposic¢do. (p <0.,5).

Tempo Itraconazol C. africana S. foetida
24 horas 0,3657 (+ 0,1949)* 0,5250 (+ 0,2489)** | 0,4872 (£ 0,2024)*
48 horas 0,4736 (+ 0,1519)* 0,8338 ( 0,2790)"8
0,9104 (+ 0,4109)"®

Meédias seguidas por letras mindsculas diferentes nas linhas e médias seguidas por letras maiGsculas diferentes
nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

A acdo dos 6leos fixos sugere um perfil fungicida em células sésseis de A. fumigatus.
Entre os dois compostos ndo houve diferenca com relagdo ao tempo ou agdo antiflngica,
frente os isolados testados. Os 0Oleos de C. africana e S. foetida agiram de forma similar
frente os isolados, no entanto, sua acdo foi maior nas 24 horas de exposi¢do. Apds esse
periodo, a anélise estatistica demonstrou a recuperacao de metabolismo celular.

S. foetida e C. africana possuem atividade antifingica relatada em estudos
anteriores. Esta atividade esta fortemente relacionada com a presenca de acidos graxos
saturados e insaturados detectados através da analise fitoquimica. Os &cidos graxos
ciclopropénicos, possuem atividade antifingica reconhecida cientificamente. Embora os
outros acidos presentes nas duas espécies, como o oleico ja vem sendo descrito como um
potencial efeito antifangico (YANG et al., 2016).

Contudo, ndo ha estudos que relatem a atividade antifungica de extratos ou
oleaginosas de C. africana e S. foetida, frente a biofilmes formados por Aspergillus spp. Em
nossos achados os 6leos das duas espécies foram eficazes no tratamento dos biofilmes,
evidenciando a importancia de estudos que investiguem o potencial terapéutico de

compostos obtidos a partir de espécimes vegetais contra esses patdgenos humanos.
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Tabela 4 — Médias e desvios-padrdo expressas para 0s tempos de tratamento nos biofilmes de A. fumigatus frente ao antifingico e os dleos fixos de Christiana africana DC e Sterculia
foetida Linn nos periodos de 24 a 48 horas de exposicéo.

24 Horas (Média + DP)

48 Horas (Média + DP)

Culturas Itraconazol C. africana S. foetida Itraconazol C. africana S. foetida
(16 pg/mL) (1024 pg/mL) (1024 pg/mL) (16 pg/mL) (1024 pg/mL) (1024 pg/mL)

URM 5943 0,367 (+ 0,120)*A8 0,601 (+ 0,024)ABC 0,442 (+ 0,102)2A8 0,414 (+ 0,047)** | 0,529 (+ 0,168)®A 1,030 (+ 0,342)PA

URM 5698 0,331 (+ 0,092)248 0,470 (+ 0,039)%ABC 0,472 (+ 0,289)%A8 0,307 (+ 0,061)* | 0,939 (+ 0,244)bcAB 1,055 (+ 0,292)A¢

URM 5992 0,148 (+ 0,070)8 0,163 (£ 0,128)% 0,259 (+ 0,061)*A 0,350 (+ 0,033)*A 0,549 (+ 0,214)*A 0,267 (+ 0,055)%®

URM 6562 0,510 (+ 0,285)2A8 0,756 (+ 0,307)*A8 0,805 (+ 0,597)28 0,605 (+ 0,385)*A | 1,334 (+ 0,142)B 1,570 (+ 0,325)"C

URM 6573 0,689 (+ 0,053)%A 0,887 (+ 0,124) 0,691 (+ 0,141)*8 0,681 (+ 0,049)*A | 0,942 (+ 0,384)2B 0,835 (+ 0,081)*A

URM 6577 0,134 (+ 0,105)28 0,489 (+ 0,086)ABC 0,475 (+ 0,301)%A8 0,353 (+ 0,054)®A | 0,851 (+ 0,190)PAB 0,582 (+ 0,076)®A8
ATCC 205304 0,380 (+ 0,146)% 0,309 (+ 0,105)AC 0,267 (+ 0,136) 0,281 (£ 0,009)* | 0,692 (+ 0,091)®A 1,035 (+ 0,111)PA

Médias seguidas por letras minasculas diferentes nas linhas e médias seguidas por letras mailsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de significancia. Fonte: O autor (2019).
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados observados ao longo do desenvolvimento da pesquisa

podemos concluir que:

e Quercetina, luteolina, &cido galico e acido eldgico sdo constituintes do extrato de Libidibia
ferrea;

e Os4cidos linolénico, estearico, esterculico e malvalico sdo constituintes quimicos de 6leos
de Sterculia foetida Linn e Christiana africana DC;

e O itraconazol inibiu o crescimento de todas as cepas de Aspergillus fumigatus;

e Aspergillus fumigatus ndo é inibido pela acdo do extrato etandlico, fracbes hexanica e
acetato de etila de Libidibia ferrea;

e Os oleos fixos de Sterculia foetida Linn e Christiana africana DC apresentam atividade
antifungica frente a isolados de Aspergillus fumigatus, sendo citados pela primeira vez.

e lItraconazol e os Gleos fixos de Sterculia foetida Linn e Christiana africana DC s&o capazes

de tratar biofilmes formados in vitro por Aspergillus fumigatus.
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