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RESUMO

A elevada incidéncia de infec¢bes por leveduras do género Candida associada ao uso
indiscriminado dos agentes antifungicos, tem causado preocupacéo devido a selecdo de cepas
resistentes, principalmente aos antifungicos da classe dos azoélicos. Desta forma, a busca por
substancias naturais, como extratos de plantas, com propriedades antifingicas tem aumentado
consideravelmente. Diante disso, este trabalho objetivou caracterizar a composi¢ao quimica e
avaliar o potencial antifungico do Extrato Etandlico das folhas de Persea americana e Licania
rigida, verificando a acdo destes na micromorfologia de Candida, bem como o potencial
inibitério destes sobre células planctonicas e biofilmes de Candida. Na identificacdo dos
constituintes quimicos dos extratos foi utilizado o UPLC-QTOF-MS/MS. A atividade
antifungica in vitro foi determinanda pela Concentracao Inibitoria Minima (CIM) de acordo
com os documentos M27-A3 e M27-S4 do Clinical and Laboratory Standards Institute, e
verificada a Concentracdo Fungicida Minima (CFM), utilizando os isolados: Candida krusei
URM®6352, C. krusei URM4263, C. krusei URM5840, C. albicans URM5900, C. krusei
URM5712, C. albicans ATCC90028, C. tropicalis URM5732, C. tropicalis INCQS40042 e C.
albicans INCQS40006. Foi analisado o efeito modulador dos extratos associados ao
Fluconazol. As alteragdes morfoldgicas e a mensuracdo dos filamentos das cepas foram
observadas através da técnica de microcultivo em camara imida. A formacao dos biofilmes foi
induzida em discos de resina acrilica, e a quantificacao foi realizada através da reducdo de sal
tetrazolico (MTT). Para o tratamento dos mesmos, foram utilizados extratos Etandlico das
Folhas de P. americana e L. rigida e fluconazol. Neste estudo, foram identificados dez
constituintes quimicos presentes no extrato de P. americana e seis no extrato de L. rigida. Nos
testes de suscetibilidade in vitro, a menor CIM observada para o extrato de Persea foi de
64pg/mL em Candida krusei URM5840, para o fluconazol, as CIM variaram de 64 a 1ug/mL,
e frente ao extrato de Licania, a CIM foi 32 ug/mL. A CFM do Extrato de Licania para o isolado
C. albicans URM5900 foi de 512 pg/mL, para C. krusei URM5712 igual a 128 pg/mL, C.
krusei URM4263, C. krusei URM5840 e C. krusei URM6352 CFM de 32 pg/mL e para o
extrato de Persea com os isolados C. krusei URM6352 e C. krusei URM5840 foi igual a 32
pg/mL; frente a C. krusei URMG6352 foi determinado CFM igual a 64 pg/mL. O extrato de

Licania apresentou atividade sinérgica com fluconazol frente a cepa Candida krusei URM5712.



Os extratos das duas espécies vegetais revelaram-se efetivos na diminui¢do do processo de
filamentac&o de algumas das cepas analisadas. Quanto a inducéo do biofilme, todos os isolados
foram capazes de formar biofilme in vitro em 48 horas. O extrato de L. rigida demonstrou
resultados significativos no tratamento do biofilme de algumas cepas analisadas. Portanto, 0s
extratos testados revelaram atividade antifingica in vitro contra as células planctdnicas das
espécies de Candida. O extrato de Licania expressou resultados mais significativos no processo
de modulacéo, diferentemente do observado com o extrato de Persea. Ambos foram efetivos
na diminuicdo do processo de filamentacdo de cepas utilizadas neste estudo. Portanto, a
descoberta do potencial antifungico destas espécies vegetais permite torna-las ferramentas
promissoras como alternativa terapéutica para o tramento de pacientes com infec¢des causada

por espécies de Candida.

Palavras-chave: Licania rigida; Persea americana; discos de resina acrilica; micromorfologia;

biofilme; Candida sp.



ABSTRACT

The high incidence of yeast infections of the genus Candida associated with the indiscriminate
use of antifungal agents, has caused concern due to the selection of resistant strains, mainly to
antifungals of the azole class. Thus, the search for natural substances, such as plant extracts,
with antifungal properties has increased considerably. Therefore, this work aimed to
characterize the chemical composition and evaluate the antifungal potential of the Ethanolic
Extract of Persea americana and Licania rigida leaves, verifying their action on Candida
micromorphology, as well as their inhibitory potential on Candida planktonic cells and
biofilms. In the identification of the chemical constituents of the extracts, UPLC-QTOF-MS /
MS was used. The antifungal activity in vitro was determined by the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) according to documents M27-A3 and M27-S4 of the Clinical and
Laboratory Standards Institute, and the Minimal Fungicidal Concentration (CFM) was verified,
using the isolates: Candida krusei URM6352 , C. krusei URM4263, C. krusei URM5840, C.
albicans URM5900, C. krusei URM5712, C. albicans ATCC90028, C. tropicalis URM5732,
C. tropicalis INCQS40042 and C. albicans INCQS40006. The modulating effect of extracts
associated with Fluconazole was analyzed. The morphological changes and the measurement
of the strains' filaments were observed using the microculture technique in a humid chamber.
The formation of biofilms was induced in acrylic resin discs, and quantification was performed
by reducing the tetrazolic salt (MTT). For their treatment, ethanolic extracts of the leaves of P.
americana and L. rigida and fluconazole were used. In this study, ten chemical constituents
present in the extract of P. americana and six in the extract of L. rigida were identified. In in
vitro susceptibility tests, the lowest MIC observed for Persea extract was 64p1g / mL in Candida
krusei URM5840, for fluconazole, MICs ranged from 64 to 1ug / mL, and compared to Licania
extract, MIC was 32 pg / mL. The CFM of Licania Extract for the isolate C. albicans URM5900
was 512 pug / mL, for C. krusei URM5712 equal to 128 pug / mL, C. krusei URMA4263, C. krusei
URM5840 and C. krusei URM6352 CFM 32 pg / mL and for Persea extract with the isolates
C. krusei URMG6352 and C. krusei URM5840 was equal to 32 ug / mL; against C. krusei
URM®6352 CFM equal to 64 pg / mL was determined. The Licania extract showed synergistic
activity with fluconazole against the strain Candida krusei URM5712. The extracts of the two

plant species proved to be effective in reducing the filamentation process of some of the strains



analyzed. As for biofilm induction, all isolates were able to form biofilm in vitro within 48
hours. The extract of L. rigida demonstrated significant results in the treatment of the biofilm
of some strains analyzed. Therefore, the extracts tested showed antifungal activity in vitro
against planktonic cells of Candida species. The Licania extract expressed more significant
results in the modulation process, differently from that observed with the Persea extract. Both
were effective in decreasing the filamentation process of strains used in this study. Therefore,
the discovery of the antifungal potential of these plant species allows them to become promising

tools as a therapeutic alternative for treating patients with infections caused by Candida species.

Key-words: Licania rigida; Persea Americana; acrylic resin discs; micromorphology; biofilm;

Candida sp.
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1 INTRODUCAO

O grupo de fungos pertencentes ao género Candida estdo presentes na pele, boca, trato
gastrintestinal e trato geniturinario de individuos sauddveis como comensais. Porém, sob certas
circunstancias, estes podem agir como agentes infecciosos, causando a candidiase (SALERNO
et al., 2011). O desenvolvimento da candidiase se da por uma série de fatores sistémicos, que
podem levar a um estado de imunossupressdo, como radioterapia, quimioterapia,
antibioticoterapia prolongada, diabetes, desnutricdo, HIV. Existem também fatores que
predispdem o desenvolvimento da candidiase como o tabagismo, doencas pré-existentes na
mucosa oral, como neoplasias, higiene deficiente e prétese da cavidade oral mal adaptada
(MELO etal., 2014).

No que se refere as neoplasias relacionadas a boca, essas afetam os labios e o interior da
cavidade bucal. Na cavidade oral devem ser observados labios, mucosa bucal, mucosa jugal,
lingua, palato, gengiva, assoalho da boca, rebordo alveolar, area retromolar, amigdalas e
glandulas salivares (SOUSA et al., 2008; CARMO et al., 2011) O palato duro geralmente é
acometido por melanomas mucosos e pode ter origem no assoalho da cavidade nasal ou nos
seios maxilares (NEVILLE et al., 2009). As vezes é necessaria uma intervenco cirurgica,
através da remocdo do tumor, Além dos tratamentos de quimioterapia e radioterapia, esse tipo
de procedimento, via de regra, gera mutilacdes temporarias ou definitivas para o paciente
(HANNICKEL et al., 2002).

Com esse procedimento de retirada, para o paciente realizar suas atividades normais, é
necessario a utilizacdo de protese. No entanto, o uso da prétese contribui inicialmente para a
colonizacdo e formacdo de biofilme por fungos, principalmente as leveduras do género
Candida, pois essas proteses sdo preparadas a base de resina acrilica, e estas se mostram
irregulares e com microporosidades que facilitam a colonizagdo desses microrganismos. Estes
microrganismos formam na superficie da protese um biofilme semelhante ao biofilme dental,
tanto na sua composicao, quanto no seu processo de colonizacdo (SESMA et al., 2011).

A formagéo desse biofilme é considerada um dos fatores de viruléncia mais importantes
para as espécies de Candida, pois confere uma elevada resisténcia a terapia antifingica por
limitar a penetracdo de substancias pela matriz e proteger as células contra a resposta imune do

hospedeiro. Além disso, biofilmes formados por isolados de C. albicans, C. parapsilosis, C.
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glabrata e C. tropicalis tém sido associados com elevadas taxas de morbidade e mortalidade
quando comparados com isolados incapazes de formar biofilmes (SILVA et al., 2012).

O uso desregrado de agentes antifingicos, principalmente em paises sem politicas de
controle da dispensacdo desses farmacos, causa preocupacdes devido a selecdo de cepas
resistentes. Os estudos tem mostrado um aumento na incidéncia de infec¢bGes causadas por
leveduras do género Candida que adquiriram resisténcia aos fA&rmacos de primeira e segunda
escolha (SAHU et al., 2013).

As dificuldades quanto ao tratamento, levaram a um aumento das pesquisas cientificas
com produtos naturais de origem vegetal na tentativa de obter substancias antifingicas (CLEFF
et al. 2010). As plantas s&o utilizadas em sua grande maioria em extratos, que séo preparac¢oes
vegetais concentradas, obtidas através de estabilizacdo, secagem ou moagem, e adicionadas a
um solvente extrator (SIMOES et al., 2003). Produtos naturais oriundos de plantas tém sido
cada vez mais estudados e considerados como potenciais fontes de novos compostos com
atividade antimicrobiana (MESSIER, et al., 2011).

Nesse grupo de plantas, Persea americana Mill. (Lauraceae), Conhecida popularmente
como abacateiro, é utilizada como alimento, entretanto, esta espécie também ¢é utilizada na
medicina popular como diurética e para o tratamento de processos inflamatérios (MARQUES,
2001), como calmante e ativador das fungdes hepaticas (MARQUES, 2001; ADEYEMI et al.,
2002) e no tratamento de micoses e infecg¢Oes parasitarias (LEITE et al., 2009).

Licania rigida Benth, conhecida popularmente como oiticica, (Chrisobalanaceae),
apresenta habitos arboreos ou arbustivos, distribuidas em regides tropicais e subtropicais
(CORREA; PENNA, 1984). Existem trabalhos que mostram que estd possui atividade
antimicrobiana (FARIAS et al., 2013; MORAIS, 2015).

Tém sido crescentes os estudos da atividade antimicrobiana de produtos naturais, e
principalmente no Brasil, por ser um pais com uma grande diversidade de plantas. Diante do
exposto, o presente trabalho buscou avaliar a atividade antifingica dos extratos etandlicos das
folhas de P. Americana e L. rigida, caracterizar sua composicao quimica, verificar seu potencial
na inibicdo da morfogénese de Candida sp., bem como avaliar seu efeito no tratamento do

biofilme formado.
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2 OBJETIVOS

2.2 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifungica dos extratos etanélicos das folhas de P. Americana e L. rigida,
caracterizar sua composi¢do quimica, verificar seu potencial na inibicdo da morfogénese de

Candida sp., bem como avaliar seu efeito no tratamento do biofilme formado.

2.3 Objetivos Especificos

e Analisar os constituintes quimicos dos extratos das folhas de Persea americana Licania
rigida por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia acoplada a
sistema de quadrupolo/tempo de voo (UPLC-QTOF);

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos frente as cepas
Candida em estudo;

e Determinar a Concentracdo Fungicida Minima dos extratos frente as cepas em estudo;

e Verificar o efeito sinérgico dos extratos;

e Induzir a formagé&o de Biofilme;

e Tratar o biofilme com Fluconazol e com os extratos de P. americana e L. rigida;

e Averiguar a acdo dos extratos sobre a morfologia de Candida.

18



Freitas, Maria Audilene — Atividade anti-Candida e inibi¢do de Biofilmes...

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Produtos Naturais

Produtos naturais sdo substancias quimicas encontradas em plantas, animais, fungos, que
possuem atividade bioldgica. Estes compostos sdo utilizados por esses seres vivos para sua
defesa, metabolismo e desenvolvimento (CRAGG e NEWMAN, 2013). A utilizacdo dos
produtos naturais vem acontecendo ha milhares de anos por populactes de diversos paises para
tratar de diversas patologias. Sdo utilizados pela populacdo como forma alternativa ou
complementar aos medicamentos sintéticos (CALIXTO, 2005; VEIGA-JUNIOR & MELLO,
2008).

As plantas sdo fontes de diversas substancias que sdo utilizadas no tratamento das doencas
(MONTOVANI et al., 2009). Por representarem uma fonte alternativa de compostos
antimicrobianos e pela possibilidade de serem empregados como fitofarmacos, as plantas
medicinais e produtos vegetais estdo dentre os produtos naturais de grande interesse cientifico.
Apresentam uma variedade de constituintes, que proporcionam grandes chances de obterem

moléculas com novas estrutura baseadas em carbono (MICHELIN et al., 2005).

Os vegetais mostram uma grande capacidade de sintetizar metabdlitos secundarios, tanto
em relacdo ao nimero de substancias produzidas, quanto & sua diversidade numa mesma espécie
(SIMOES et al., 2007). Esses metabolitos secundarios podem ser compostos quimicos de
estruturas complexas, como alcaloides, flavonoides, taninos, cumarinas, glicosideos, terpenos,
fenilpropandides entre outros, e a esses compostos tem sido atribuida a atividade antimicrobiana
das plantas (SOKOVIC et al., 2013).

Os microrganismos vem desenvolvendo resisténcia aos antimicrobianos ja utilizados na
terapéutica, tornando-se cada vez mais necessaria a pesquisa de novos agentes para 0 combate
de infecgdes. Compostos constituidas por extratos brutos ou compostos biologicamente ativos
isolados de espécies vegetais usadas na medicina popular apresentam-se como fontes
promissoras para a pesquisa de novos farmacos antimicrobianos (AL-FATIMI et al., 2007).
Estas substancias também interagem de maneira sinérgica com outras aumentando ou
potencializando a acdo da droga antimicrobiana (COUTINHO et al., 2004).

As plantas medicinais sdo consideradas fontes acessiveis de cuidados de saide primarios
para cerca de 80% da populacdo de paises em desenvolvimento, por se apresentarem como uma

fonte acessivel de cuidados primarios com a salde. Estima-se que, 50% das drogas ocidentais
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apresentam fitoconstituintes vegetais ou derivados sintéticos de fitoconstituintes,
medicamentos comercialmente comprovados usados nas praticas modernas foram inicialmente
usadas em varias formas tradicionais ou praticas de cura popular na forma bruta (PARAAKH
e RAVICHANDRA, 2016). O Brasil € um pais rico em diversidade cujo territorio possui cinco
principais biomas sendo, portanto, uma rica fonte de produtos terapéuticos. No entanto, este
potencial para a descoberta de plantas como fonte de novas drogas é pobremente explorado ou
regulamentado (CALIXTO, 2000; RATES, 2001; VEIGA-JUNIOR, 2008).

E necessério ressaltar que as substancias naturais, mesmo considerados terapéuticos,
também podem causar efeitos indesejados ou toxicos (AGRA et al., 2007). A utilizagdo
moderada e racional das plantas medicinais, seja como suporte para o desenvolvimento de
novos farmacos seja como terapia de fato, é simples, barata e bastante eficaz para promover 0s
cuidados da satide (CORREA, 2008).

3.2 Familia Lauraceae

A familia Lauraceae € pantropical, apresenta membros nas regides temperadas, mas é
bem representada nas Américas, Asia Tropical, Australia e Madagascar, e é inexpressiva no sul
da Africa. Estima-se entre 2500 a 3500 o nimero de espécies, distribuidas em 50 géneros
(ROHWER, 1993).

No Brasil, a familia é reconhecida por 23 géneros e 434 espécies, dos quais 18 géneros e
125 espécies foram citados para a regido Nordeste do Brasil (QUINET et al. 2012). Essa familia
é composta principalmente por arvores, exceto pelo género Cassytha, que é uma erva parasita
(QUINET et al., 2002). Além da importancia ecoldgica, a familia Lauraceae € muito explorada
comercialmente por possuir madeira de boa qualidade e fornecer ainda 6leos essenciais e
alcaldides empregados na perfumaria, cosmetologia e na fabricacdo de farmacos (MARQUES,
2001).

3.2.1 Persea americana Mill
Nativa das regides tropicais e subtropicais do México, Guatemala e Costa do Pacifico da
América Central, é uma arvore frutifera, conhecida popularmente no Brasil como abacateiro
(fig.1). Pertence a familia Lauraceae, sendo que esta abrange 50 géneros e cerca de 2500
especies distribuidas em todo o mundo (ALCARAZ et al., 2013).
O fruto apresenta-se oval ou arredondado, comestivel, tendo coloracdo verde-amarelada

(ALONSO, 2004). As folhas possuem efeito antiviral (ALMEIDA et al., 1998),
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antiinflamatério e analgésico (ADEYEMI et al., 2002), anticonvulsivante (OJEWOLE et al.,
2006) e regulador das taxas de glicose e colesterol no sangue (BRAI et al., 2007) e pressao
arterial (OWOLABI et al., 2005), sendo utilizadas também no tratamento de micoses e

infeccdes parasitarias (LEITE et al., 2009).

Estudos com o fruto imaturo e a polpa demonstraram eficacia no tratamento antitumoral
(ALONSO, 2004), além de desempenharem um efeito larvicida (ROSALINDA et al, 2014)
mais potente que a rotenona (inseticida usado no combate a mosquitos) contra larvas de A.
aegypti e A. albopictus (CARVALHO et al., 2011).
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3.3 Familia Chrysobalanaceae

Essa familia é composta por 17 géneros e cerca de 450 espécies com habitos arbustivo e
arboreo, encontram-se distribuidas nas regides tropicais e subtropicais (BRUMMITT, 1992).
As espécies da familia Chrysobalanaceae possuem uma ampla variedade de habito podendo ser
encontradas como arbustos e arvores. Na medicina popular, espécies da familia
Chrysobalanaceae sdo usadas com diversas finalidades, como as espécies do género Parinari,

que sdo utilizadas na Africa para tratamento da maléria (GESSLER et al., 1995).

3.3.1 Licania rigida Benth
Licania rigida Benth, conhecida popularmente como oiticica (fig. 2), pertence a familia
Chrysobalanaceae da ordem Rosales e superordem Rosifloraceae, compostas por 17 géneros e
cerca de 450 espécies com hébito arbustivo e arboéreo distribuidas em regides tropicais e
subtropicais (CORREA et al., 1984).

Figura 2 -Licania rigida Benth

‘Q
V."l s
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Fonte: http//cnip.org.br
Esta espécie é utilizada na medicina popular para tratamento do diabetes, com seus
efeitos hipoglicemiante e diurético comprovados farmacologicamente (PRESTA, 1987) possui

também atividade antimicrobiana (FARIAS et al., 2013; MORAIS, 2015).
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3.4 Fungos

O reino Fungi (Eumycota) estd atualmente subdivido em sete filos: Microsporidia,
Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Glomeromycota, Ascomycota
e Basidiomycota, sendo estes dois ultimos incluidos no sub-reino Dikarya (HIBBET et al.,
2007).

Estima-se que na natureza exista cerca de 1,5 milhdes de espécies fungicas, porém
somente cerca de 100 mil foram descritas até o0 momento (ABREU et al., 2015). Os fungos
podem ser unicelulares, como as leveduras, ou multicelulares, como os cogumelos e os fungos
filamentosos (MURRAY, 2014). Estes podem interagir com plantas, animais e ainda com seres
humanos, de diversos modos estabelecendo relacionamentos simbidticos, comensais ou
patogénicos (ROMANI, 2011).

Fungos podem assumir diferentes papéis junto a espécie humana. Enquanto comensais
associam-se ao hospedeiro sem prejudica-lo e enquanto parasitas, existem espécies que podem
se comportar como parasitas obrigatdrios, facultativos ou ocasionais e, dependendo do seu
potencial invasor e de viruléncia, acarretam morbidade que podem variar no que diz respeito a
intensidade e gravidade (MORAES et al., 2008). As infeccdes causadas por fungos sdo
denominadas micoses, em sua grande maioria ndo séo contagiosas, mas adquirida por exposi¢éo
do individuo a uma fonte natural de ocorréncia do fungo (SIDRIM & ROCHA, 2004).

3.4.1 Género Candida

De acordo com a organizacdo taxondmica, as espécies do género Candida, localizam- se
em: Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales,
Familia Saccharomycetaceae (BUTLER, 2010).

Existem mais de 200 espécies de Candida, destas, menos de 20 estdo associadas a micoses
superficiais ou invasivas em seres humanos. Dessas espécies, apenas cinco Sao responsaveis
por mais de 90% das infeccdes invasivas por Candida: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata,
C. krusei e C. tropicalis. Outras menos frequentes s&o: C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. kefyr,
C. rugosa, C. famata, C. inconspicua, C. norvegensis, C. dubliniensis, C. lipolytica, C.
zeylanoides, C. pelliculosa entre outras (SARDI et al., 2013; YAPAR et al., 2014).

O género Candida apresenta inimeras estratégias que auxiliam na sua colonizacéo,
invasdo e patogénese, apresentando diferentes fatores de viruléncia e a expressao destes pode
variar, pois depende da espécie responsavel pela infecgdo, da origem geogréfica e do tipo, local

e estagio da infeccdo (DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014). Os fatores de viruléncia
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apresentados por esse género sdo diversos, dentre eles, um dos principais é a formagdo de
biolfilme (SARDI et al., 2013).

As infeccbes causadas por espécies de Candida acometem geralmente pacientes com
comprometimento do sistema imunoldgico, usuarios de nutricdo parenteral e antibioticos de
amplo espectro, de cateteres intravenosos ou que se submetem a quimioterapia citotoxica e a
transplante de 6rgdos (ORTEGA et al., 2011).

3.4.2 Candida albicans

C. albicans apresenta-se na forma de blastoconideos globosos, ovoides, cilindricos e
alongados em condicdes saprobioticas, estando associado a colonizagdo assintomatica; ja em
processos patogénicos apresenta pseudo-hifas e hifas verdadeiras na forma filamentosa. Este
fungo apresenta como principais fatores de viruléncia a aderéncia, dimorfismo (formacéo de
miceélio), variabilidade fenotipica (switching), producdo de toxinas e enzimas extracelulares
(DALAZEN, 2010). Esta distribuida amplamente na natureza, ao contrério de outras espécies
do género que tem distribuicdo limitada (ALVARES et al., 2007).

C. albicans é a espécie de maior relevancia em funcdo da sua prevaléncia tanto em
hospedeiros higidos como aqueles com alguma alteracdo na imunidade (BARBEDO &
SGARBI, 2010). E um Fungo ubiquo que pode causar sérias infeccbes com risco de vida para
pacientes suscetiveis. Esta espécie faz parte da microbiota natural humana, que, pode ser isolado
de trato gastrointestinal, vagina e boca em individuos saudaveis, entretanto quando a barreira
anatdmica sofre dano ou quando o hospedeiro se apresenta imunossuprimido, entdo, pode se
tornar uma fonte de infecgdo fungica invasiva (TAN et al., 2014).

Um dos principais mecanismos de viruléncia deste fungo é a sua versatilidade de
adaptacdo e capacidade de adesdo em sitios variados, principalmente, a formacdo de
comunidades microbianas aderidas a diversas superficies, denominadas biofilmes (SUZUKI,
2009). C. albicans produz biofilmes completamente estruturados apresentando varios tipos de
células encapsuladas numa matriz extracelular (RAMAGE et al., 2005; RAMAGE et al., 2009;
FOX et al., 2012). A matriz desse biofilme é complexa, com o0s principais constituintes
polissacaridicos sendo a-manana, B-1,6 glucana ¢ B-1,3 glucana (HALL et al., 2013;
MITCHELL et al. 2015). Essa matriz lhes confere uma significante resisténcia a terapia
antifingica, limitando a penetracdo destas substancias atraves da mesma (DONLAN et al.,
2002; MUKHERJEE et al. 2004).
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3.4.3 Candida tropicalis

Candida tropicalis tem sido considerada como uma das espécies mais importantes
de Candida em termos de epidemiologia e viruléncia. Apresenta a capacidade de produzir hifas
verdadeiras, uma propriedade exclusiva de Candida albicans e da espécie Candida dubliniensis
(MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014). E considerada uma espécie que causa candidiase
invasiva grave. As infecces causadas por essas espécies podem ser adquiridas de duas formas:
endogenamente, quando o fungo j& se encontra colonizando o hospedeiro, sendo esta
considerada a principal via de infeccdes, e exogenamente, por meio do contato com pessoas ou
fomites contaminados (NEGRI et al., 2012).

Esta espécie é encontrada em individuos neutropénicos que passaram ou estdo passando
por terapia intensiva para tratamento de cancer, 0s que passaram por tratamentos no qual se
fazia necessario o uso de cateteres por longos periodos, aqueles que fizeram uso de
antibioticoterapia prolongada, pacientes com diabetes melitus, os com idade avangada ou
algumas das situa¢des combinadas (DEORUKHKAR et al., 2014; NEGRI et al., 2010).

Como um dos fatores de viruléncia, Candida tropicalis apresenta alta capacidade de
formacéo de biofilme, O biofilme de C. tropicalis corresponde a uma rede de leveduras, pseudo
hifas e hifas, que confere a esta vantagens em relacdo as defesas do hospedeiro, resisténcia
antifingica significativa, estabelece um reservatorio que favorece reinfecgdes e tem acarretado
maior morbidade e taxas de mortalidade (DEORUKHKAR et al., 2014; BIZERRA et al., 2008).

3.4.4 Candida krusei

A espécie C. krusei demonstra alta capacidade de formar biofilme espesso e com varias
camadas de pseudo-hifas incorporadas & uma matriz polimérica (PANNANUSORN et al.,
2013), entretanto, a sua adesdo ndo é muito comum em superficies bioldgicas quando
comparada a de outras espécies do mesmo género. Diferentes estudos realizados (OLIVEIRA
et al., 2014; PFALLER et al., 2014; CASTRO et al., 2016) também mostram que a adesao de
C. krusei em superficies de acrilico € menor em comparacdo com diferentes espécies do género,
incluindo C. albicans.

Esses achados corroboram com os de outros estudos, que relataram espécies de Candida
menos patogénicas, como C. krusei, que exibe um bom crescimento de biofilme na superficie
de discos de cateter de PVC (THEIN; SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2007) o que
indica que a taxa de ocorréncia e 0s casos de resisténcia dessa espécie ndo-albicans necessitam

de mais estudos (OLIVEIRA et al., 2014; PFALLER et al., 2014; CASTRO et al., 2016).
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Candida krusei é um patdgeno oportunista que se mostra intrinsecamente resistente ao
fluconazol. Sendo a infecgdo dessa levedura associada ao uso profilatico ou terapéutico desse
agente antifungico (ABBAS et al., 2000; SPANAKIS et al., 2006). Dois mecanismos de
resisténcia a azois em C. krusei foram descritos: superexpressao de bombas de efluxo de drogas
(VENKATESWARLU et al., 1996) e sensibilidade diminuida da enzima alvo, a 14-desmetilase
de esterol citocromo P450 (codificada pelo gene CYP51) (OROZCO et al., 1998).

Apesar da resisténcia intrinseca ao fluconazol, C. krusei se mostra suscetivel ao
voriconazol in vitro, que se correlaciona com a ligacdo deste farmaco a enzima alvo
(FUKUOKA et al., 2003). Apresenta baixa sensibilidade a anfotericina B. O fenotipo de
multirresisténcia exibido por C. krusei € um problema para o tratamento de pacientes em geral,
principalmente grupos comprometidos (neutropénicos, com hanseniase, com leucemia, HIV-
positivo, dentre outros) (PFALLER et al., 2008).

3.5 Biofilme

Os biofilmes séo definidos como sendo uma comunidade séssil, caracterizada por células
qgue formam microcoldnias, irreversivelmente aderidas a um substrato, a uma interface, ou
ainda, umas as outras, embebidas numa complexa matriz extracelular de substancias
poliméricas, exibindo um fenotipo alterado no que diz respeito a taxa de crescimento
microbiano e a transcricao genética (BOLES et al., 2011).

A formacao do biofilme em Candida ocorre em trés fases de desenvolvimento, primeira,
a adesdo dos micro-organismos a uma superficie bidtica ou abidtica especifica; a segunda, a
formacdo de col6nias discretas e a organizacdo das células; terceira, secre¢cdo de matriz de
polissacarideo extracelular, maturagdo em uma estrutura tridimensional disposta espacialmente e
disseminacdo de células do biofilme (CHANDRA et al., 2001). Sabe-se que os biofilmes
representam o tipo de crescimento microbiano predominante na natureza e sao cruciais no
desenvolvimento de infeccbes, uma vez que servem de nicho aos agentes patogénicos
(DONLAN, 2001).

Os microrganismos sdo ubiquitarios, por tanto, os biofilmes podem se formar em qualquer
superficie e qualquer ambiente. Como algumas espécies de Candida sdo frequentemente
encontradas na microbiota humana normal, torna-se mais facil a sua interagdo com a maioria
dos biomateriais implantados e superficies do hospedeiro. Observa-se a formacéo de biofilme
por Candida spp. em diversos dispositivos como stents, shunts, proteses, implantes, tubos
endotraqueais, marcapassos e varios tipos de cateteres. (KOJIC, 2004).
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A maioria das informagfes sobre a formacdo de biofilmes de Candida provém de
experimentos com uma variedade de substratos (plastico, acrilico, poliestireno, substratos de
germanio, celulose), e proteses em geral, implantes, tubos endotraqueais, cateteres, dentre
outros, sao alguns exemplos de estruturas que podem ser colonizadas por biofilmes de Candida
(RAMAGE et al., 2005).0 biofilme de proteses dentarias esta intimamente relacionado a
processos inflamatdrios do tipo estomatite, causada principalmente pela presenca de leveduras
do género Candida, sendo que sua presenca no biofilme é o principal fator para o aparecimento
da doenca, o que ocorre devido ao seu poder de adesao as superficies (FIGUEIRAL et al., 2007;
SESMA, 2011).

Espécies de Candida ndo- C. albicans também séo relacionadas a formacéo de biofilme,
tais como C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C
dubliniensis, C. lipolytica, C. famata, C. pulcherrima, C. sake e C. pseudotropicalis
(ZOMORODIAN et al., 2011). Segundo a literatura o alto indice e maior percentagem de
producdo de biofilme por leveduras ndo-albicans, ocorre nos pacientes portadores de protese,
que apresentavam lesdes na cavidade oral (LYON; RESENDE, 2006).

O biofilme tem sido relacionado e considerado como um dos fatores para candidose,
conhecida como estomatite por dentaduras ou estomatite protética em portadores de protese
total, que € outra forma de manifestacdo clinica da colonizacdo por Candida spp. na cavidade
oral (SILVA, 2010).

Alguns fatores influenciam a formacdo e a estrutura do biofilme de Candida spp., tais
como o substrato em que é formado, as condicdes de crescimento (temperatura, pH,
disponibilidade de nutrientes), transi¢do de leveduras para hifas e a espécie envolvida (SILVA-
DIAS et al., 2015).

Os mecanismos de resisténcia dos biofilmes a agentes antimicrobianos ainda nao foram
bem compreendidos, no entanto, varios mecanismos foram sugeridos para explicar o aumento
da resisténcia dos biofilmes aos antifingicos, dentre esses tem-se a restrita penetracao da droga
através da matriz, densidade celular, alteracdo de alvos das drogas, expressdo de bombas de
efluxo e presenca de ceélulas persistentes (DOUGLAS, 2002; RAMAGE et al.,, 2002;
MUKHERJEE et al., 2004; RAMAGE et al., 2012).

Embora a resisténcia ao biofilme seja multifatorial, a protecdo exercida pela matriz & um
contribuinte importante para os altos niveis de resisténcia exibidos por biofilmes (PIERCE,
2017). Existem trabalhos que mostram a correlacdo entre a abundancia da matriz e os niveis de

resisténcia ao fluconazol e anfotericina B (AL-FATTANI et al., 2006; BAILLIE et al., 2000).
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Resultados de experimentos de teste de suscetibilidade usando células desagregadas dos
biofilmes também indicaram uma contribuicdo da matriz para a resisténcia (RAMAGE et al.,
2002). O B-1,3 glucano tem um papel fundamental na matriz exopolimérica para a resisténcia
dos biofilmes ao fluconazol - principalmente por meio de um mecanismo de sequestro de
drogas, pelo qual a ligacéo a esse componente da matriz impede que a droga atinja seus alvos
celulares (NETT et al., 2007; TAFF et al., 2012).

3.6 Antifungicos

Os antiflngicos podem ser agrupados em quatro classes principais de acordo com seu
mecanismo de acdo. O grupo dos poliénicos, que atuam na membrana plasmatica; as
pirimidinas atuam promovendo a inibicdo da sintese de acidos nucleicos; azolicos, que
interferem na sintese de Ergosterol (principal esterol dos fungos) e as equinocandinas, que por
sua vez, inibem a sintese de glucana da parede de diversos fungos patogénicos (SIDRIM &
ROCHA, 2010; CUENCA-ESTRELLA, 2010).

Os poliénicos sdo lactonas macrociclicas que apresentam uma por¢do hidroxilada
hidrofilica e uma porcao hidrofobica conjugada por dupla ligacdo. O mecanismo de acdo dessas
drogas é através da alteracdo da permeabilidade das células, pois elas se ligam aos esterdis
(ergosterol) na membrana celular, formando poros que permitem o extravasamento dos ions
potassio e magnésio e macromoléculas intracelulares (WISPELWEY et al., 2006).

As anfotericinas A e B sdo antifungicos produzidos pelo Streptomyces nodosos, mas
apenas a anfotericina B tem aplicacéo clinica. Apresenta toxicidade elevada, por isso seu uso €
limitado, causa nefrotoxicidade, e, no entanto, continua sendo a droga de primeira escolha para
o tratamento de infec¢bes fungicas sistémicas causadas por C. albicans, Cryptococcus
neoformans, além também de ser utilizada para tratar a maioria das infeccdes endémicas
causadas por Histoplasma capsulatum, Blatomyces dermatitidis e Coccidioides immitis
(SILVA, 2006).

A atividade antifungica dos azolicos se da pela capacidade que esses apresentam de inibir
0 citocromo P450 fangico, através da demetilagdo da enzima 14-a-demetilase, que participa do
processo de sintese de ergosterol. Com o bloqueio da sintese de ergosterol, ndo acontece a
liberacdo de produtos toxicos, alteracdo de permeabilidade da membrana e inibicdo do
desenvolvimento celular fangico (CUENCA-ESTRELLA, 2014). Os azdlicos tém atividade
fungistatica frente ao género Candida e o fendmeno da resisténcia, em especial ao fluconazol,

esta presente em algumas espécies como C. glabrata e C. krusei (WHALEY et al., 2016).
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Os azolicos dividem-se em dois subgrupos: os imidazdlicos — drogas que apresentam
elevada toxicidade, o que compromete a sua maior utilizagdo. Os principais antifingicos deste
grupo séo: cetoconazol, miconazol e clotrimazol. O outro subgrupo séo os triazélicos — devido
a seu espectro de atividade e excelente perfil de seguranca, os antifungicos triazolicos tornaram-
se 0s mais utilizados no tratamento de InfecgBes flngicas invasivas. Os principais
representantes desse grupo séo: fluconazol, itraconazol e voriconazol. (ARNOLD et al., 2010;
VASCONCELOS et al., 2011).

As equinocandinas agem diferentemente de outros antifungicos, estas atuam sobre a -
1,3-glucana-sintetase, enzima necessaria para a formagao de polimeros de -1,3-glucana, um
dos componentes da parede celular fangica. Consequentemente, ndo afetam as células do
hospedeiro, sendo a tolerancia a estes farmacos maior. A inibicdo desta enzima reduz a sintese
de glucano, causando instabilidade osmdtica, lise e morte celular (CUENCA-ESTRELLA,
2010).

3.6.1 Fluconazol

O fluconazol é um farmaco triazolico planejado a partir dos imidazois de primeira
geracdo. E um dos representantes mais importantes desta classe, devido a sua maior
solubilidade em &gua em comparacdo aos demais representantes desta classe, e pode ser
admistrado por via oral e por via intravenosa (HEERES et al., 2010; PEREIRA, 2007). Ele
possui uma boa biodisponibilidade oral, tendo um tempo de meia vida de até 22 horas e, com
isso, sua administracdo é realizada em menor frequéncia, facilitando a adesao do paciente ao
tratamento. Sua principal via de eliminagdo é a depuracédo renal devido a sua alta estabilidade
metabolica (HEERES et al., 2010).

Fluconazol foi o primeiro antifingico sistémico com toxicidade reduzida e com um
excelente perfil farmacocinético, com formulagdes oral e intravenosa, que eram muito bem
toleradas pelos pacientes (CUENCA-ESTRELLA, 2010). Este age especificamente inibindo a
via da biossintese do maior componente da membrana celular dos fungos, o ergosterol. Nesse
processo inibe a enzima lanosterol 14-alfa-desmetilase no sistema enzimatico Citocromo P450
dos fungos, que é codificada pelo gene ERG11. Dessa forma, o lanosterol ndo podera ser
convertido em ergosterol e consequentemente havera acimulos de precuRsores e alteracdes na
membrana fangica (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).

Para o fluconazol, a taxa de resisténcia tem sido observada entre 10% e 25% e os isolados

resistentes a este tem apresentado também, uma resisténcia cruzada com outros agentes
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azolicos. E ainda sim apresenta o maior indice terapéutico entre os derivados azolicos, o que 0
configurando como o azol de escolha no tratamento e profilaxia de muitas infec¢des flngicas
(SILVA, 2006).

3.7 Resisténcia a antifungicos

Sao descritos na literatura dois tipos de resisténcia microbioldgica, a intrinseca e a
adquirida. A resisténcia intrinseca é uma caracteristica fenotipica de determinada espécie de
microrganismo e confere a ele a resisténcia inata antes da exposicdo deste ao antifungico. Ja a
resisténcia adquirida ocorre em microrganismos que desenvolveram mutagdes apds a exposi¢do
ao antifangico e posteriormente houve a selecdo, sobrevivéncia e proliferacdo daqueles
mutantes resistentes (ARTHINGTON-SKAGGS et al., 2008).

Na resisténcia aos medicamentos antifangicos, existem dois tipos sendo elas a
microbioldgica e a clinica. A resisténcia microbioldgica se trata da auséncia de susceptibilidade
de um patdgeno fungico a um agente antifingico, tendo sido constatada através de testes de
susceptibilidade in vitro e comparado com outros isolados da mesma espécie. A resisténcia
clinica diz respeito a “persisténcia de uma infec¢do fungica” verificada ap6s realizagdo de
tratamento adequado (SANGUINETTI et al., 2015).

Existem diferentes mecanismos bioquimicos que foram descritos e outros que ainda estao
em estudo, e que mostram que estes agem isoladamente ou em conjunto, e que tem contribuido
para o surgimento do fenétipo de resisténcia a drogas. O fenbmeno da resisténcia mostra uma
dindmica continua e versatil, que tem contribuido para o aparecimento de novos
aperfeicoamentos e modificagfes numa evolugdo progressiva tdo crescente que tem dificultado
cada vez mais a eficacia das terapias. Dentre os mecanismos de resisténcia, estdo a reducdo da
captacdo ou o aumento do efluxo celular por meio de bombas, modificacdo ou degradacéo da
droga dentro da célula, mudancas na interacdo da droga com o seu sitio alvo (mutacbes de
ERG11), superexpressdo do alvo alterado, desenvolvimento de percursos de desvio, alteragdes
enzimaticas, entre outras (PERLIN et al., 2015; KOLACZKOWSKA; KOLACZKOWSKI,
2016).

Resisténcia aos medicamentos antifungicos é considerada menos problematica em
Candida spp. do que em outros agentes patogénicos, mas 0s recentes aumentos na resisténcia
as equinocandinas e azoles tém levado a falhas clinicas (ALEXANDER et al., 2013; SHIELDS
et al., 2012). Sendo esta uma das maiores preocupacdes, justamente por que o nimero de

medicamentos é muito limitado.
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Recentemente, a resisténcia antifungica de espécies de Candida tem sido cada vez mais
relatada, exigindo agentes antifungicos mais potentes (SILVA et al., 2012). Além disso, 0s
efeitos colaterais indesejaveis, tais como hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e neurotoxicidade
da maioria dos agentes antibacterianos e antifungicos sdo problemas importantes que precisam
ser abordados. Portanto, antimicrobianos novos e potentes s&o essenciais para enfrentar o
desafio apresentado pelos microrganismos resistentes a maltiplos farmacos (GUNASEKARA
etal., 2017).

A resisténcia fungica vem sendo diminuida com a introducdo de novas formulacdes
terapéuticas para o tratamento de infecces, entretanto, ha uma tendéncia para a ocorréncia de
repeticdo de padrdo, uma vez que o excessivo uso de antibioticoterapia favorecera o
desenvolvimento de novos mecanismos de resisténcia (O’DONNELL; ROBERTSON;
RAMAGE, 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e Identificacdo do Material Botanico

A coleta de Persea americana foi realizada no Horto medicinal da Universidade
Regional do Cariri, localizada no municipio de Crato-CE, Nordeste do Brasil, sob as
coordenadas geograficas 07°, 14°, 19,3 de latitude Sul e 39°, 24°, 53,8” de longitude Oeste de
Greenwich. Apds a coleta para identificacdo da mesma foi preparada uma excicata, a qual foi
depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima sob o nimero de idenficacdo 13.258. Licania
rigida foi coletada no Sitio Cuncas, localizada no municipio de Barro-CE, Nordeste do Brasil,
sob as coordenadas geograficas 07°, 05°, 26’ de latitude Sul e 38°, 43°, 17 de longitude Oeste
de Greenwich, apo6s a coleta para identificacdo da mesma foi preparada uma excicata, a qual foi
depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima sob o nimero de idenficacdo 13.742. Ambas

foram coletadas no més de Abril de 2017, as 9:00 horas da manha.

4.2 Preparo do Extrato

Para preparacdo do Extrato Etandlico das Folhas de Persea americana Mill. (EEFPa) e
do Extrato Etandlico das Folhas de Licania rigida Benth (EEFLr) foram utilizadas folhas
frescas, as quais foram cortadas para aumentar a superficie de contato. Posteriormente foram
adicionadas em Etanol PA, onde foi utilizado 1g de folhas para cada 1mL do solvente,
caracterizando maceracdo com extracdo a frio (MATQOS, 2002). O produto final foi armazenado
em um recipiente protegido da acdo da luz e o do ar e ap6s 72h foi filtrado e concentrado em
rotaevaporador (Q-344B - Quimis - Brasil - 40 rpm, 60 ° C). O extrato obtido foi armazenado

para testes sob refrigeracdo a 6°C.

4.3 Identificacdo de compostos por Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia acoplada a
sistema de quadrupolo/tempo de voo (UPLC-QTOF)

A identificacdo dos compostos fendlicos presentes no Extrato foi realizada em sistema
Acquity® UPLC acoplado a um sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo (QTOF) (Waters
Corporation, Milford, EUA), gentilmente cedido pelo Laboratério de Quimica e Produtos
Naturais, Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza, Ceard). As corridas cromatogréaficas
foram realizadas em coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 mm; 1,7 um), temperatura
fixa de 40 °C, fases moveis agua com 0,1% de acido férmico (A) e acetonitrila com 0,1% de

acido férmico (B), gradiente variando de 2% a 95% B (15 min), fluxo de 0,4 mL/min e volume
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de injecdo de 5 pl. O modo ESI foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte
fixa a 120 °C, temperatura de dessolvatacao de 350 °C, fluxo do gés dessolvatacdo de 500 L/h,
cone de extracdo de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6 kV. O modo ESI+ foi adquirido na faixa de
110-1180 Da, temperatura da fonte fixa de 120°C, temperatura de dessolvatacdo de 350 °C,
fluxo do gés dessolvatagdo de 500 L/h e voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina encefalina foi
utilizada como lock mass. O modo de aquisi¢do foi MSE (espectrometria de massas de alta
energia). O instrumento foi controlado pelo software Masslynx® 4.1 (Waters Corporation,
Milford, EUA).

4.4 Cepas Utilizadas

As Cepas utilizadas foram obtidas da cole¢do de Cultura da Universidade Federal de
Pernambuco — Universidade Recife Micologia (URM), American Type Culture Collection
(ATCC) e do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS). sendo utilizados
09 isolados: Candida krusei URM6352, Candida krusei URM4263, Candida krusei URM5840,
Candida albicans URM5900, Candida krusei URM5712, Candida albicans ATCC90028,
Candida tropicalis URM5732, Candida tropicalis INCQS40042 e Candida albicans
INCQS40006.

4.5 Preparo do Indculo para o teste de Sensibilidade

A partir de um cultivo de 24 horas das leveduras testadas, realizado em Sabouraud
Dextrose Agar (SDA), foi preparada uma suspensdo de indculo inicial em 5ml de salina
esterilizada (NaCl; salina a 0,85%) e sua densidade foi ajustada de acordo com a escala 0.5 de
MacFarland com transmitancia de 90% determinada por espectrofotometria, utilizando-se
comprimento de onda a 530 nm. Esse procedimento fornece uma concentracdo padrdo de
levedura contendo 1x10° a 5 x 10° células por mL, seguida de diluicio de 1:100 e
posteriormente de uma diluicdo de 1:20 da suspenséo padrédo com meio RPMI 1640, resultando
em concentragéo de 5,0 x 102 a 2,5 x 103, as mesmas cresceram a uma temperatura de 37°C.

4.6 Teste de Sensibilidade Antifungica
O teste de sensibilidade antifungica in vitro foi realizado de acordo com as condi¢fes
descritas nos documentos em M27-A3 (CLSI, 2008) e M27-S4 (CLSI, 2012). O isolado de C.
albicans ATCC 90028 foi utilizado como controle. O agente antifingico utilizado foi o

Fluconazol (Pfizer), diluido em RPMI 140 com faixas de concentragdes variando de 64 a 0,125
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pg/mL. Os Extratos foram diluidos em 1 mL de DMSO e logo depois em agua destilada, as
concentragdes variaram de 2048 a 4 pg/mL. Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas
placas de microdiluicdo planas de 96 pocos (TPP; Trasadingen, Suica). O inoculo foi
adicionado aos po¢os com a droga antifingica e o produto natural, e as placas foram incubadas
a 35 °C durante 24 horas para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), a qual

foi utilizada no tratamento do biofilme formado pelas leveduras.

4.7 Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima- CFM
Nesse teste foi observado somente a viabilidade fungica. A partir do teste da CIM, foi
adicionado uma haste esterilizada em cada pogo da placa de microdilui¢do, homogeneizada e
subcultivada em placa de Petri contendo ASD (Sabouraud Dextrose Agar) e um guia das
concentragdes testadas. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e a leitura foi realizada
observando o crescimento ou supressao das colonias de Candida (ERNST, et al. 1999, com

modificagdes).

4.8 Efeito Modulador do Extrato Etanolico das folhas de Persea americana e Licania rigida
Para verificar a acao conjunta do produto natural aos fArmacos comerciais, Fluconazol,
utilizando o método proposto por Coutinho et al. (2008), no qual o produto ¢ utilizado em
concentragdo sub-inibitoria (CFM/8). Nos tubos eppendorf continham a substancia natural + e
Caldo Sabouraud Dextrose duplamente concentrado + 150 plL da suspensdo fungica
(correspondente a 10% da solucgdo). Foram preparados controles de crescimento e de diluigao.
A placa foi preenchida no sentido numérico adicionando-se 100 pL desta solu¢cao em cada poco.
Em seguida, feita a microdiluigdo seriada com 100 pL do Fluconazol. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas. A leitura foi realizada por meio do aparelho espectrofotometria
de ELISA (Termoplate®) com comprimento de onda de 630 nm. Se houve acdo positiva dos
EEFPa e EEFLr em conjunto com o Fluconazol o efeito ¢ dito sinérgico, em caso contrario ¢

dito antagonico.

4.9 Avaliacéo do efeito do EEFPa e do EEFLr sobre a viruléncia fungica
Para verificar a acdo do EEFPa e do EEFLr sobre um dos fatores de viruléncia fungica, a
formacdo de hifas e pseudo-hifas, foram montadas cdmaras Umidas estéreis. Dentro de cada
camara Umida, sobre uma lamina de microscopia (estéril) foram vertidos 3 mL de meio PDA

(Potato Dextrose Agar), empobrecido, contendo o extrato em concentracio definida a partir da
34



Freitas, Maria Audilene — Atividade anti-Candida e inibi¢do de Biofilmes...

CFM (CFM /2 e CFM/4). Das placas de Petri previamente inoculadas, foram retirados al¢adas
do indculo e feito duas estrias paralelas, sobre o meio ja solidificado, sendo em seguida, sobre
as quais depositada uma laminula estéril. As camaras foram incubadas e apés 24 h (37 °C)
foram visualizadas em microscopio oOptico (AXIO IMAGER M2-3525001980 — ZEISS -
Alemanha) utilizando objetiva de 20 X. Foi verificado a emissdo ou inibi¢do de filamentos.
Realizou-se a captura de imagens. Controles de crescimento e do antifangico foram realizados.
Posteriormente as fotos foram analisadas realizando as medi¢bes de hifas e utilizando o
Software para identificar a porcentagem de inibi¢éo das substancias (SIDRIM; ROCHA, 2010,
com modificagdes; BEZERRA et al., 2018).

4.10 Mensuracdo da Extensdo das Estruturas Filamentosas

A partir do software Zen que atua juntamente com o microscépio optico (AXIO
IMAGER M2-3525001980- ZEISS- Alemanha) foi possivel mensurar as extensdes atingidas
pelas hifas e pseudohifas e os valores de reducdo apds acdo dos EEFPa, EEFLr e do Fluconazol.
Foram retiradas dez fotos de cada ldamina, de acordo com as concentracgdes, de cada foto foram
escolhidas aleatoriamente dez hifas/pseudohifas a serem medidas, e foram tiradas também fotos
das estrias para medir a borda inteira e dela diminuir de onde ndo houve formacdo de
hifas/pseudohifas, apos isso foi realizado a média aritmetica do comprimento de cada Iamina e
no final as médias foram compiladas (BEZERRA et al., 2018, com modificagdes).

411 Preparo dos Discos de Resina Acrilica
Os discos foram preparados com Resina Acrilica autopolimerisavel associada ao Liquido
Acrilico autopolimerisavel (VIPIFLASH). Estes foram preparados em formas que
apresentavam 5x1mm de didmetro, apds o preparo, os mesmos foram esterilizados em

autoclave.

4.12 Preparo das Solucgdes para o teste de Biofilme

A solucdo matricial do extrato foi preparada através da diluicdo de 0,05g em 1 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO - Sigma-Aldrich). Os extratos foram preparados na concentracdo de
2048ug/mL. O fluconazol (Pfizer) foi utilizado como droga antifingica de referéncia na
concentragédo de 64pg/mL.
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4.13 Avaliacdo da capacidade de formacéo de Biofilme em Discos de Resina Acrilica

As leveduras foram cultivadas em Yeast Extract Peptone (YPD) a 37°C overnight, em
seguida foram suspensas em meio RPMI tamponado com HEPES e ajustada para concentracdo
de 106 células/ mL. Posteriormente 100 pL foram adicionados em pogos das placas de
poliestireno de 96 pocos contendo os discos de resina acrilica, as quais foram mantidas a 37°C
por 2h a 75 rpm (fase de adesdo). Em seguida, os pogos contendo os discos foram lavados trés
vezes com tampdo fosfato (PBS) para remover células ndo aderentes. E entdo foram durante
48h a 37°C para posterior avaliacao.

A quantificacdo dos biofilmes foi realizada com o ensaio de reducéo de sal tetrazolico,
onde 20pL, na proporgdo de 5uL para 1mL de tampdo PBS, esterilizado por filtragcdo de
membrana (Millipore, poros 0,22uL) foi adicionado a cada po¢o da placa de microtitulacéo,
inclusive nos controles, as placas foram incubadas na auséncia de luz a temperatura de 37°C
por 18h. Posteriormente, o corante foi aspirado e entdo adicionado 200uL de isopropanol
(Fremosier et el., 1999; Berridge; Herst; Tan; 2005). As placas foram mantidas em repouso por
15 min e em seguida foram transferidos 100 pL do contetido de cada poco para uma nova placa
de microtitulacdo a fim de proceder a leitura em leitor de microplacas com 570nm de

comprimento de onda.

4.14 Tratamento do Biofilme

Os biofilmes foram formados em disco de resina como descrito anteriormente. Apds o
periodo de 48h, os discos revestidos com biofilme foram transferidos para uma nova placa e os
pocos da mesma foram preenchidos com 180pL da solugdo contendo Fluconazol e tambem do
EEFLr e do EEFPa. O extrato e a droga padrdo foram diluidos em RPMI 1640. 6 horas apos a
adicdo do Fluconazol e do extrato foi realizada a quantificacdo dos biofilmes com o ensaio de
reducdo de sal tetrazolico, onde 20uL, na proporcdo de 5uL para 1mL de tampdo PBS,
esterilizado por filtracdo de membrana (Millipore, poros 0,22uL) foi adicionado a cada pogo da
placa de microtitulagdo, inclusive nos controles, as placas foram incubadas na auséncia de luz
a temperatura de 37°C por 18h. Posteriormente, o corante foi aspirado e entdo adicionado
200uL de isopropanol (Fremosier et el., 1999; Berridge; Herst; Tan; 2005). As placas foram
mantidas em repouso por 15 min e em seguida foram transferidos 100 pL do conteudo de cada
poco para uma nova placa de microtitulagéo a fim de proceder a leitura em leitor de microplacas

com 570nm de comprimento de onda.
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4.15 Anédlise Estatistica

Os dados obtidos foram verificados quanto a sua distribuicdo normal e depois analisados
por ANOVA de duas vias (P < 0.05; *P < 0.1; ****P < 0.0001), comparando os valores para
cada concentracao do extrato, ponto a ponto, com o teste post hoc de Bonferroni. Os valores de
ICso foram obtidos por regressao ndo linear com interpolagdo de incdgnitas de curvas padrao
obtidas a partir dos valores do crescimento fingico em funcdo da concentracdo do extrato e
expressos em pg/mL. Para a analise estatistica, foi utilizado o software Graphpad Prism, v. 5.0.
O tratamento dos biofilmes foi realizados em triplicata para cada cepa. A analise estatistica foi
calculada utilizando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
EUA). Os dados sdo expressos como medias geométricas. Para a andlise, o teste de
comparag6es multiplas de Tukey foi realizado para todas as médias obtidas ao nivel de 5% de

significancia.
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5 RESULTADOS

5.1 Identificacdo de compostos por Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia acoplada a
sistema de quadrupolo/tempo de voo (UPLC-QTOF)

A caracterizagdo dos componentes presentes no EEFPa foi realizada através do método
de UPLC- ESI- QTOF- MS no modo i6nico negativo. Na figura 3 observa-se o Cromatograma
da espectrometria de massa de alta resolucdo (UPLC-MS) do Extrato Etandlico das Folhas de
Persea americana. A identificacdo baseada na massa de ions moleculares, tempo de retencéo,
padréo de fragmentacgéo e nos dados da literatura resultou em 12 compostos mostrados na tabela
1 de acordo com sua ordem de eluigdo, formula molecular, erro e fragmentos principais, sendo
possivel a identificacdo de 10 constituintes. Os compostos identificados derivam de compostos
fenolicos, como écidos fenélicos (Acido Protocatecuico e o &cido Caffeoilquinico), polifendis

(hydroxitirosola), taninos condensados (catequina e procianidina) e flavondides (rutina-
quercetina e luteolina).

Figura 3 -Cromatografia liquida de alta performance com espectrometria de massa de alta resolucéo
(UPLC-MS) do EEFPa em modo ibnico negativo.
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Table 1. Analysis of UPLC-ESI-QTOF-MS- Identification of Chemical Constituents of the Persea americana Mill Leaves Ethanol Extract.

Peak Rt [M-H] [M-HT Product Empirical Ppm Putative Name References
no. min Observed Calculated lons (MS/MS) Formula (error)
1 2.20 315.0728 315.0716 108.0226, 152.0058 C13H1609 3.8 Protocatechuic acid-4- Gomez-
glucoside (Protocatectico-4- Caravaca et al.,
glucoside acid) 2015
2 2.47 153.0556 153.0552 89.0249, 119.0344, 123.0453 CsHgO3 2.6 Hydroxytyrosola Dierkes et al.,
2012
3 2.54 353.0889 353.0878 191.0548 C16H1809 4.0 Caffeoylquinic acid Gomez-
Caravaca et al.,
2015
4 2.74 577.1368 577.1351 289.0682 CaoH26012 2.3 Procyanidin dimer | type B Gomez-
Caravaca et al.,
2015
5 3.05 289.0727 289.0712 123.0477 C15H1406 2.9 Catechin Gomez-
Caravaca et al.,
2015
6 3.48 865.1992 865.1992 577.1282, 289.0729 CusH3s015 1.4 Procyanidin trimer 1l Gomez-

Caravaca et al.,
2015
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7 3.72 577.1368 577.1351 289.0682 CsoH26012 2.3 Procyanidin dimer | type B Gomez-
Caravaca et al.,
2015
8 4.08 609.1435 609.1456 301.0312 C27H30016 34 Routine/Quercetin 3-0O- Gomez-
rutinoside Caravaca et al.,
2015
9 4.28 463.0879 463.0877 380.9849, 301.0335 C21H20012 0.4 (Néo identificado) -
10 4.54 433.0778 433.0771 435.0803 C20H18011 1.6 Quercetin pentosideo Hurtado-
Fernandez et al.,
2011
11 4.71 285.0389 285.0399 364.9987, 285.0392 C15Hy0s 4.6 Luteolin Dierkes et al.,
2012
12 5.16 431.0983 431.0978 285.0362, 284.0295, 255.0357, C21H19010 1.2 (Nao identificado) -

Fonte: A autora (2020).
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A caracterizacdo dos componentes presentes no Extrato Etandlico das Folhas de Licania rigida (EEFLr) foi realizada através do método de
UPLC- ESI- QTOF- MS no modo idnico negativo. Na figura 4 observa-se o Cromatograma da espectrometria de massa de alta resolugdo (UPLC-
MS) do Extrato Etanolico das Folhas de Licania rigida, onde sdo observados os picos cromatograficos dos compostos presentes no extrato . A
identificacdo baseada na massa de ions moleculares, tempo de retencéo, padréo de fragmentacéo e nos dados da literatura resultou em 12 compostos
mostrados na tabela 2 de acordo com sua ordem de elui¢do, férmula molecular, erro e fragmentos principais, sendo possivel a identificacdo de 6

constituintes. Os compostos identificados derivam de compostos fenolicos como os flavonoides Dimero (epi)gallocatequina, epigalocatequina e
Gallocatequina, Miricetina-O-hexoside, Miricitrina, Quercetina-O-rhamnoside.

Figura 4 -Cromatografia liquida de alta performance com espectrometria de massa de alta
resolucdo (UPLC-MS)do EEFLr em modo i6nico negativo.
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Table 2. Analysis of UPLC-ESI-QTOF-MS- Identification of Chemical Constituents of the Licania rigida Leaves Ethanol Extract.

Peak Rt [M-H] [M-HT Product Empirical Ppm Putative Name Referéncias
no. min Observed Calculated lons (MS/MS) Formula (error)
1 1.93 609.1260 609.1244 305.0717, 441.0822, 423.0754 CaoH25014 2.6 (epi)gallocatechin Dimer Béarbara et al.,
(Epigalocatequina) 2016
2 2.24 305.0655 305.0661 137.0216, 167.0338, 179.0385 C1sH1407 2.0 (-)- Barbara et al.,
. . 2016
epigalocatequina
3 2.76 305.0602 305.0661 137.0216, 167.0338, 179.0385 C15H1407 19.3 Gallocatechin Barbara et al.,
2016
4 3.73 479.0828 479.0826 271.0225, 316.0199 C21H19013 0.4 Myricetin-O-hexoside Lingguang et
al., 2017
5 4.19 463.0879 463.0877 316.0143 C21H19012 0.4 Myricitrin Lingguang et
al., 2017
6 4.71 447.0913 447.0927 255.0283, 271.0165 C21H19011 3.1 Quercetin-O-rhamnoside Lingguang et
al., 2017
7 5.26 351.0147 351.0141 151.0035, 203.9725, 271.0602 Ci1sH7 Os 1.7 Nao identificado -
8 7.29 363.0135 363.0141 267.0294, 268.0337, 283.0612, C19H70g 1.7 Nao identificado -

347.9891
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9 10.13 397.1346 397.1346 125.0241, 183.0080, 277.2179, CisH25012 3.5 Ndo identificado -
311.1738

10 10.41 397.1363 397.1346 183.0066, 235.0800, 277.2123, CisH25012 4.3 Ndo identificado -
325.1740

11 11.14 277.2164 277.2168 183.0114, 184.0016, 253.1086 C18H2002 1.4 Ndo identificado -

12 11.36 277.2170 277.2168 183.0114, 184.0264, 253.1031 CisH2902 0.7 Ndo identificado -

Fonte: A autora (2020).
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5.2 Teste de Sensibilidade Antifungica
A avaliacdo da atividade antifungica do EEFPa frente as cepas utilizadas, foi determinada
através da CIM, a qual mostrou resultados promissores para as cepas C. krusei URM4263, C.
krusei URM6352, C. krusei URM5840, C. tropicalis URM5732 e C. tropicalis URM5712 com
CIMs de 64 pg/mL, 256 pg/mL, 256 pg/mL 512 pg/mL e 512 pg/mL respectivamente. Nos
demais isolados as CIMs foram iguais ou superiores a 1024 pg/mL. O fluconazol foi usado

como droga controle, e as concentracdes do mesmo variaram de 64 a 1ug/mL (Tabela 3).

Tabela 3. mostra a concentragdo inibitoria minima (CIM) (ug / mL) de EEFPa e fluconazol antifiingico em relagéo

aos isolados utilizados neste estudo.

Cepas EEFPa Fluconazol
URM5900 1024 pg/mL 16 pg/mL
URMb5712 512 pg/mL 64 pg/mL
URMS5732 512 pg/mL 64 pg/mL
ATCC90028 1024 pg/mL 1 pg/mL
INCQS40042 1024 pg/mL 64 pg/mL
INCQS40006 1024 pg/mL 64 pug/mL
URMA4263 256 pg/mL 64 pg/mL
URM6352 256 pg/mL 64 pg/mL
URMS5840 64 pg/mL 64 pg/mL

Fonte: A autora (2020).

A avaliacdo da atividade antifangica do EEFLr frente as cepas utilizadas foi determinada
através da CIM, a qual mostrou resultados significativos com as espécies C. albicans
URMS5900, C. krusei URM5712, C. albicans ATCC90028, C. krusei URM4263, C. krusei
URM®6352 e C. krusei URMS5840 apresentaram respectivamente CIM’s de 512 pg/mL, 256
pg/mL, 256 pg/mL, 32 pug/mL, 64 pug/mL e 32 pg/mL. Os demais isolados C. tropicalis
URM5732, C. albicans INCQS40006 e C. krusei INCQS40042 mostraram CIM’s >1024
pg/mL. O fluconazol foi usado como droga controle, e as concentragdes do mesmo variaram
de 64 a 1pg/mL (Tabela 4).

Table 4. A Tabela 4. mostra a concentragdo inibitéria minima (CIM) (ug / mL) de EEFLr e fluconazol
antifingico em relacéo aos isolados utilizados neste estudo.

Cepas EEFLr Fluconazol

URM5900 512 pg/mL 16 pg/mL
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URM5712
URMS5732
ATCC90028
INCQS40042
INCQS40006
URMA4263
URM6352
URM5840
Fonte: A autora (2020).

256 pg/mL
>1024 pg/mL
256 pg/mL
>1024 pg/mL
>1024 pg/mL
32 pg/mL

64 pg/mL

32 pg/mL

64 pg/mL
64 pug/mL
1 pg/mL

64 pug/mL
64 pug/mL
64 pg/mL
64 pg/mL
32 pg/mL
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5.3 Determinacéo da Concentra¢do Fungicida Minima- CFM, Efeito modulador e avaliagao
do efeito do EEFPa e do EEFLr sobre a viruléncia fungica.

Na determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima do EEFPa frente as cepas em
estudo, foi observada uma CFM de 512 pg/mL para C. krusei URMA4263 e 32 pg/mL para 0s
isolados C. krusei URM5840 e C. krusei URM6352. Com o EEFLr o isolado C. albicans
URM5900 mostrou CFM de 512 pg/mL, para C. krusei URM5712 igual a 128 pug/mL, C. krusei
URMA4263, C. krusei URM5840 e com o isolado C. krusei URM6352 a CFM foi de 32 pug/mL.
Com o Fluconazol o isolado C. albicans URM5900 foi observada CFM de 16 pg/mL.

A verificagdo do potencial modulatorio mostrou que o EEFPa associado ao Fluconazol,
concentracdes do fluconazol variaram de 2 a 2048ug/mL, mostrou-se indeferente, pois o
resultado para o fluconazol foi 0 mesmo, tanto sozinho como em associa¢do com o extrato. A
ICs0 do extrato mostrou-se menor em relacéo a do Fluconazol com ambos 0s microrganismos,
sendo a ICsp do EEFPa para o microrganismo C. krusei URMA4263 de 251,20 e para o
Fluconazol de 283,40 (Figura 5), e com a cepa C. albicans ATCC90028 para o extrato foi de
496,53 e para 0 Fluconazol de 524,61 (Figura 6). Com o EEFLr associado ao Fluconazol foi
observado efeito modulador, sinérgico para a cepa C. krusei URM5712, com a cepa C. albicans
ATCC90028 nao foi observado sinergismo, mas sim antogonismo, pois o Fluconazol mostrou-
se melhor sozinho. Quanto a ICso do EEFLr para C. krusei URM5712 foi de 162,25 e para 0
Fluconazol de 1209,58 (Figura 7), e para C. albicans ATCC90028 para o extrato foi de 911,16
e para o Fluconazol de 748,56 (Figura 8).

Figura 5 -Efeito Antifungico do Extrato Etandlico das Folhas de Persea americana comparado com antifingico
padrdo. FCZ: Fluconazole; Candida krusei URM4263; IC50 (ug/mL): Concentragdo Inibitéria de 50% da cepa
fangica. p < 0,05 = *; p < 0,0001 = **** quando comparado ao controle de FCZ.
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Fonte: A autora (2020).
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Figura 6 -Efeito Antifiingico do Extrato Etandlico das Folhas de Persea americana comparado com antifingico
padrdo. FCZ: Fluconazole; Candida albicans ATCC90028; IC50 (ug/mL): Concentragdo Inibitoria de 50% da
cepa flngica. p < 0,05 =*; p < 0,0001 = **** quando comparado com o controle de FCZ.
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Fonte: A autora (2020).

Figura 7 -Efeito Antifingico do Extrato Etandlico das Folhas de Licania rigida comparado com antiflngico
padrdo. FCZ: Fluconazole; Candida krusei URM 5712; IC50 (pg/mL): Concentragdo Inibitdria de 50% da cepa
fangica. p < 0,05 = *; p < 0,0001 = **** quando comparado com o controle de FCZ.
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Fonte: A autora (2020).

Figura 8 -Efeito Antifungico do Extrato Etandlico das Folhas de Licania rigida comparado com antifingico
padrdo. FCZ: Fluconazole; Candida albicans ATCC90028; IC50 (ug/mL): Concentracdo Inibitoria de 50% da
cepa fangica. p < 0,05 =*; p < 0,0001 = **** quando comparado com o controle de FCZ.
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Candida albicans ATCC 90028
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Fonte: A autora (2020).

Para verificacdo das alteracGes morfoldgicas de Candida, na CFM/2 (concentracao de
256 pg/mL) de C. krusei URM4263 o EEFPa ndo demonstrou resultados significativos do ponto
de vista estatistico quando comparada ao controle de crescimento, uma vez que 0 mesmo se
mostrou maior que o proprio controle de crescimento. O fluconazol com CFM/2 de 32 pg/mL,
mostrou resultados relevantes, pois este conseguiu reduzir o processo filamentoso dessa cepa
(figura 9). Quanto a C. albicans ATCC90028, houve reducao significativa estatisticamente na
CFM/2, na concentracdo de 512 pg/mL, do EEFPa. Quando comparado ao controle de
crescimento, essa reducao também foi observada no Fluconazol, CFM/2 com concentracdo de
32 pg/mL , onde 0 mesmo inibiu a filamentag&o dessa cepa (figura 10).

Na CFM/4 a concentracdo do EEFPa foi de 128 pg/mL, no resultado observado o
produto ndo conseguiu se mostrar eficiente na reducdo ou inibicao da filamentacdo de C. krusei
URM4263, a mesma mostrou-se maior quando comparado ao controle (figura 9). Com o
Fluconazol, na concentracdo de 32 pg/mL, houve reducéo significativa da filamentacdo. Em
relacdo a C. albicans ATCC90028 na CFM/4 (256 ug/mL), ndo houve resultado relevante do
EEFPa, quando comparado ao controle. Observou-se com o fluconazol, com concentracéo de
32 ug/mL, o mesmo resultado da CFM/2, visto que o este conseguiu inibir a filamentacdo da

mesma (figura 10).
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Figura 9 -Efeito inibidor de transi¢cdo morfologica de Candida krusei URM4263 pelo Extrato Etandlico das
Folhas de P. americana (EEFPa).
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Fonte: A autora (2020).

Figura 10 -Efeito inibidor de transicdo morfologica de Candida albicans ATCC90028 pelo Extrato Etandlico das
Folhas de P. americana (EEFPa).
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Fonte: A autora (2020).

Na CFM/2, concentragéo de 32 pg/mL, com o isolado C. albicans ATCC90028 (figura
11) houve reducgédo da filamentagcdo em relacdo ao controle. Com o isolado C. albicans
URM5900 o EEFLr foi capaz de reduzir a filamentacdo em relacéo ao controle, mas ndo em

relacdo ao fluconazol (figura 12). Em C. krusei URM6352 também foi possivel observar essa
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reducdo, principalmente em relacdo ao fluconazol (figura 13). Na CFM/4 o resultado
observado mostra que o EEFLr foi capaz de inibir a filamentacdo em C. albicans ATCC90028
(figura 11), essa inibicdo foi mais presente com o fluconazol. Reducéo significativa foi
observada em C. albicans URM5900 tanto com o EEFLr como com o Fluconazol (figura 12),

e com C. krusei URM6352 houve redugdo somente com o produto (figura 13).

Figura 11 -Efeito inibidor de transicdo morfoldgica de Candida albicans ATCC90028 pelo Extrato Etanélico das
Folhas de L. rigida (EEFLT).
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Figura 12 -Efeito inibidor de transicdo morfoldgica de Candida albicans URM5900 pelo Extrato Etanolico das
Folhas de L. rigida (EEFLT).
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Figura 13 -Efeito inibidor de transicdo morfoldgica de Candida krusei URM®6352 pelo Extrato Etandlico das
Folhas de L. rigida (EEFLY).

Candida krusei URM 6352

Il GROWTH CONTROL

E 150 = ns FLUCONAZOLE (FCZ)
» — Bl EELR
i)

c

@ 1001

£ ns

©

S

< 50

s 1 L

[

2

x

w 0 T T

> &
@) OQ

Concentration (wg/mL)

Fonte: A autora (2020).
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5.4 Avaliacdo da capacidade de formacdo de Biofilme em Discos de Resina Acrilica.

Na inducéo do biofilme, todos os isolados de leveduras mostraram-se capazes de formar
biofilmes em 48 horas com diferentes intensidades. No tratamento do biofilme dos isolados
Candida tropicalis URM 5712, Candida tropicalis INCQS 40042, Candida tropicalis URM
5712, Candida krusei URM 4263, Candida krusei URM 5840 e Candida albicans ATCC 90028
com o antifangico Fluconazol houve reducdo do biofilme quando comparado ao tratamento
com o EEFPa, com os isolados Candida albicans 40006 e Candida albicans URM 5900 houve
reducdo no tratamento com extrato, quando comparado ao tratamento com o fluconazol. Com
a cepa Candida krusei URM 6352 houve reducéo tanto com o tratamento com o extrato como

com o fluconazol, quando comparados ao controle (figura 14).

Figura 14 -Atividade oxidativa do tratamento de biofilme com Fluconazol (64ug/mL) e Extrato Etandlico das
Folhas de Persea americana (EEFPa) (2048ug/mL) formado por leveduras clinicas do género Candida. Os dados
representam a média e desvio padréo da absorbancia do MTT durante a producdo e tratamento dos biofilmes. Para
a anélise, o teste de comparagdes multiplas de Tukey foi realizado para todas as médias obtidas ao nivel de 5% de
significancia. Os simbolos “**7 «***» <kx%*> indicam diferengas significativas entre os tratamentos ¢ controle
com (p<0,001), (p<0,0003) e (p<0,0001), respectivamente.
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Fonte: A autora (2020).

No tratamento dos biofilmes, os isolados C. tropicalis URM5732 e C.
krusei INCQS40042 mostraram redugéo da formacdo de biofilme quando comparadas tanto ao
controle, quanto ao tratamento com fluconazol. Com isolado C. albicans URM5900 o
tratamento se mostrou mais eficaz quando tratado com o EEFLr. O isolado C.
albicans ATCC90028 nédo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos com o extrato
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e 0 fluconazol. Em C. krusei URM6352 foi observado reducdo do biofilme com ambos os
tratamentos. Com relacdo aos demais microrganismos, C. krusei URMS5712, C.
albicans INCQS40006, C. krusei URM4263 e C. krusei URM5840 foi observado que no
tratamento com o fluconazol houve uma maior reducédo dos biofilmes quando comparado ao

extrato (figura 15).

Figura 15 -Atividade oxidativa do tratamento de biofilme com fluconazol (64 ug / mL) e extrato etandlico de
folhas de Licania rigida (EEFLr) (2048 pg / mL) formados por leveduras clinicas de Candida. Os dados
representam a média e o desvio padrdo da absorbancia do MTT durante a producdo e o tratamento de biofilme.
Para a analise, foi realizado o teste de comparages multiplas de Tukey para todas as médias obtidas no nivel de
significancia de 5%. Os simbolos "*" e "****" indicam diferengas significativas entre tratamentos e controle com
(p<0,05) e (p<0,0001), respectivamente.
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6 DISCUSSAO

Em trabalho realizado por Vita Di Stefano et al. (2017), os mesmos analisaram a
composicdo quimica do fruto de seis cultivares de abacate através de UHPLC, e também
identificaram a presenca de &cido protocatecuico. Trabalho semelhante foi realizado por
Agnieszka et al. (2012), em que foi analisada a casca e a semente de dois cultivares através de
HPLC-ESI-MS e conseguiram identificar os dimeros de procianidina do tipo A e tipo B.
Rodriguez-Carpena et al. (2011), relataram a presenca de catequinas, procianidinas e flavonois
tanto na casca como na semente do fruto de abacate. Em nosso estudo, identificamos os mesmos
compostos descritos nos trabalhos anteriores, no entanto as partes analisadas por esse estudo
foram as folhas e néo as cascas, frutos e sementes do abacateiro.

Os constituintes presentes no EEFLr como o Dimero de (epi)gallocatequina,
epigalocatequina e Gallocatequina, Miricetina-O-hexoside, Miricitrina, Quercetina-O-
rhamnoside foram encontrados por meio de outras técnicas em estudos anteriores, como no
trabalho realizado por Parra et al. (2016), onde foram encontrados através de analise de HPLC-
DAD do extrato etanolico de Licania rigida os compostos epicatequina e quercitrina. Braca et
al. (2002), realizaram essa analise com diferentes espécies do género Licania, L. apetalada, L.
densiflora, L. heteromorfa, L. pittieri, L. pyrifolia e L. carii mostraram que eles tinham a
presenca de alguns derivados flavondides, como quercetina e miricetina. O estudo feito por
Soares et al. (2019), com extrato hidroalcodlico de Licania rigida foi encontrado a epicatechin.
Esses resultados corroboram com os encontrados em nosso estudo.

A atividade antifungica observada no teste de sensibilidade deve-se provavelmente a
capacidade dos flavonoides em formar complexos com proteinas sollveis presentes nas paredes
das células fungicas. A natureza lipofilica desses também €é capaz de romper as membranas dos
fungos (ARIF et al., 2011; SALAS et al., 2011). Acredita-se que essa capacidade de romper e
penetrar a membrana fangica tenha contribuido para efetividade dos extratos em inibir o
crescimento fungico. Compostos fendlicos como catequina, luteolina e quercetina apresentaram
atividade antifungica in vitro contra diferentes espécies de Candida, entre elas C. albicans e C.
tropicalis (ALVES et al., 2014).

Esses compostos fendlicos apresentam ainda comprovada acao antifungica sendo que esta
pode ocorrer, entre outros mecanismos, atraves da inativacdo de sistemas enzimaticos do
microrganismo envolvido na producdo de energia e também na sintese de componentes

estruturais (PORTE et al., 2001). A presenca de taninos condensados poderia explicar a
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atividade biol6gica do EEFPa, pois segundo Simdes et al. (2002), estes apresentam atividade
fungicida. Sitheeque et al. (2009) verificaram o efeito antimicrobiano dos polifenois e
catequinas em varias espécies do género Candida, e relataram que as substancias possuiam
atividade antifungica em todas as espécies analisadas principalmente em C. albicans.

Em trabalho realizado por Morais (2015), foi verificado que o extrato de Licania rigida
demonstrou atividade anti-Candida. Resultado também observado neste estudo. Alguns
mecanismos de acdo dos flavonodides foram descritos, dentre esses tem-se a desregulacao da
sintese de &cidos nucleicos e a capacidade de causar disfuncdo mitocondrial (SILVA et al.,
2014).

No que se refere a modulagéo de substancias, diversas plantas apresentam produtos do
seu metabolismo secundario que podem ser boas substancias para a terapia combinada, seus
mecanismos de acdo podem ter relacdo com o aumento da permeabilidade da membrana celular
externa, através da inibicdo das modificacGes do sitio ativo do farmaco, inibi¢cdo de bombas de
efluxo ou evitando a inativacdo do antibiético por meio da degradacdo ou modificacdo
enzimatica (HEMAISWARYA et al., 2008).

Entre os fatores de viruléncia do género Candida, tem-se o pleomorfismo, que concede
a este a passagem de fungo comensal para fungo patogénico, através da transicdo de levedura
para fungo filamentoso, conferindo a este um alto poder de penetracdo nos tecidos (MELO;
GUERRA, 2014). As hifas verdadeiras se desenvolvem a partir de uma estrutura inicial, o tubo
germinativo, e o citoplasma se encontra dividido por septos, ja as pseudohifas formam-se por
gemulacdo a partir da célula de levedura, verificando-se a auséncia de septos, em que as
gémulas formadas ndo se desprendem da célula-mée, constituindo um protoplasma continuo
(DEORUKHKAR & SAINI, 2015). Esse pleomorfismo é significativo para a patogenicidade
desse género, e estd envolvido no seu processo de infeccdo (MAYER et al., 2013).

A atividade antifungica dos azolicos, grupo ao qual o Fluconazol pertence, reside na
capacidade de inibir o citocromo P450 fangico, por meio da demetilacdo da enzima 14-a-
demetilase, enzima essa que envolvida na sintese de ergosterol. Com o blogueio da sintese de
ergosterol, hd acimulo de produtos tdxicos, alteracdo de permeabilidade da membrana e
inibicdo do desenvolvimento celular fungico (CUENCA-ESTRELLA, 2014). Acredita-se que
esse bloqueio tenha contribuido para a completa inibicdo da filamentagcdo de uma das cepas
utilizadas nesse estudo.

A atividade antimicrobiana dos flavonoides quercetina e luteolina, foi testada frente a

Candida spp., por Canonico et al. (2014), como resultado foi observado que 0s compostos
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fendlicos apresentaram um potencial de inibitorio na transicdo morfoldgica das leveduras,
impedindo assim o desenvolvimento dos possiveis fendtipos exibidos por C. albicans, devido
a danos causados a membrana, a transicdo morfologica das hifas foi reduzida e
consequentemente, a infeccdo reduzida. Dados que corroboram com os obtidos nesse estudo,
uma vez que o extrato conseguiu diminuir o processo filamentoso em uma das cepas utlizadas.

As espécies de Candida apresentam diferencas quanto a sua formagdo de biofilmes,
resisténcia, caracteristicas morfologicas e de matriz extracelular (CAVALHEIRO; Teixeira,
2018). Os biofilmes maduros sdo muito mais resistentes a terapia antifungica e a fatores
imunolégicos do hospedeiro em comparacdo com células de levedura plancténicas (FANNING
e MITCHELL, 2012). Essa variabilidade aumenta o desafio de encontrar uma solucéo eficaz
para enfrentar as ameacas dos biofilmes causados por esses patogenos (CAVALHEIRO et al.,
2018).

O EEFPa ndo apresentou atividade significativa na reducdo do biofilme na concentragao
utilizada, quando comparado ao tratado com o Fluconazol. Essa néo efetividade possivelmente
se deu devido a estrutura do biofilme, pois esta contribui para a tolerancia dos microrganismos
aos agentes antimicrobianos, e a matriz extracelular age como uma espécie de barreira,
impedindo a penetracdo de substancias. Quando ha o estabelecimento do biofilme, este pode
tolerar agentes antimicrobianos em concentracdes de 10-1000 vezes maiores que as utilizadas
na eliminac&o de células planctdnicas (BUENO,2014; AKBARI et al., 2015).

Os biofilmes mostram-se fenotipicamente diferentes das células planctdnicas (RAMAGE
et al.,, 2012). As células livres precisam de mudancas genéticas para se tornar menos
susceptiveis ao tratamento com antifingicos, os biofilmes persistem devido a sua densidade
populacional, mostrando um fendtipo resistente sem recorrer a alteraces genéticas (SARDI et
al., 2013). Através de varios estudos realizados, tem sido observado que as infec¢des causadas
por biofilmes tém uma maior taxa de mortalidade do que as causadas por células plancténicas,
isso ocorre devido esses serem menos susceptiveis a antifingicos do que as células
planctdnicas, tornando a sua infeccdo mais dificil de tratar (UPPULURI et al., 2010; FANNING
etal., 2012).

Tobaldini-Valerio et al. (2016), utilizaram o extrato de propolis contra espécies de
Candida tanto em células planctonicas quanto em biofilme, e estes atribuiram a atividade
inibitéria aos flavondides presentes no extrato. Os compostos fenolicos prejudicam o
crescimento e formacdo de biofilmes em C. albicans possivelmente por meio da supressao de

genes responsaveis pela adesdo e morfogénese (SHAHZAD et al., 2014). O resultado observado
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nesse estudo com a cepa C. albicans URM 5900 quando tratada com o EEFLr, possivelmente
ocorreu devido a ac¢do dos flavonoides.

Os compostos presentes no EEFPa, como as Proantocianidinas apresentaram atividade
candidicida e foram capazes de inibir a formacdo de biofilme de C. albicans, com acéo
semelhante aos antifungicos convencionais, como anfotericina e fluconazol (LUIZ et al., 2015).
No entanto mesmo observando-se a presenca desse composto no extrato, 0 mesmo néo foi capaz
de reduzir a formacéo do biofilme na concentracao testada.

Nos biofilmes formados pelos isolados clinicos de C. albicans URM 5900 e INCQS
40006 e tratados com o antifungico, foram observadas variagdes na resposta ao tratamento,
evidenciando diferengas nas caracteristicas inerentes destes isolados. A reducdo na biomassa
dos biofilmes de espécies de C. albicans ja foi demonstrada em estudos anteriores
(PANARIELLO et al. 2018; WHALEY et al., 2017).

Outras espécies de Candida ndo-C. albicans, como C.krusei, sdo intrinsecamente
resistentes ao antifungico Fluconazol (ARENDRUP et al., 2017). Em nosso estudo, os
biofilmes formados pelos isolados URM5840 e URM4263 de C. krusei demonstraram reducéo
dos biofilmes tratados apds 48 horas de exposi¢do ao fluconazol. Embora esta cepa seja
naturalmente resistente a este farmaco, 0 mecanismo preciso ndo foi completamente elucidado
(WHALEY et al., 2017). Morais (2015) em seu trabalho verificou que essa espécie mostrou-se
sensivel ao fluconazol.

O biofilme de C. tropicalis exibiu uma resisténcia ao fluconazol, como observado em
biofilmes de diferentes espécies de Candida (JAIN et al., 2007). Em estudo realizado por
Rajasekharan et al. (2014) foi observada reducdo do biofilme de C. tropicalis quando tratado
com o flavondide quercetina. Essa reducéo também foi observada em nosso estudo.

S&0 necessarios maiores estudos com as plantas P. americana e L. rigida para verificar
muitas das propriedades bioldgicas e farmacoldgicas de seus compostos, para que haja uma
compreensdo e confirmacao de suas indicagOes terapéuticas. Este estudo mostrou a efetividade
dos extratos de P. americana e L. rigida na reducgédo da CIM, do processo de filamentacdo dos
mesmo frente as cepas utilizadas e na reducéo do biofilmes de algumas cepas, mostrando que
estes podem considerados como uma possivel fonte de substancias bioativas com atividade

antifungica.
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7 CONCLUSAO

Na analise do Extrato Etanolico das Folhas Persea americana e do Extrato Etanolico
das Folhas de Licania rigida pela técnica de UPLC-QTOF foi comprovada a presenca de
compostos fenolicos, j& identificados por outras técnicas nesses géneros. Ambos 0s extratos
demonstraram atividade antifungica significativa com alguns dos isolados testados. O extrato
de L. rigida mostrou atividade moduladora de antifungico. No processo de transicdo
morfologica, 0 EEFPa foi capaz de reduzir o processo de filamentacdo, sendo 0 mesmo
observado para o0 EEFLr . O extrato de Persea americana ndo mostrou resultados significativos
no tratamento do biofilme das cepas testadas com as concentracgdes utilizadas nesse estudo, bem
como a droga controle, Fluconazol, ndo foram observados resultados relevantes. Com o extrato
de Licania rigida foram observados resultados significativos no tratamento do biofilme de
algumas cepas analisadas, frente a droga controle, Fluconazol, também foram observados
resultados relevantes com alguns dos isolados.
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