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Teodoro GR. Atividade da fracdo enriquecida em fenélicos de Buchenavia
tomentosa e de algumas substancias isoladas antes e apos encapsulagcao
com beta-ciclodextrina em Candida albicans [tese]. S&o José dos Campos
(SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista;
2016.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade frente a Candida albicans
da fracdo enriquecida em fendlicos (FE) das folhas de Buchenavia
tomentosa além das substancias acido galico (AG), corilagina, kaempferol
e vitexina, substancias fendlicas que foram previamente detectadas no
extrato aquoso de B. tomentosa livres ou encapsuladas em ciclodextrinas.
Para tal, foi realizado teste de microdiluicdo com cepas padréo e isolados
clinicos e analise quimica da FE por espectrometria de massa (ESI-MS).
Detectou-se que o extrato acetbnico foi a FE e AG foi a substancia
fendlica mais eficiente contra C. albicans. O efeito de FE e AG contra os
fatores de viruléncia de C. albicans foram analisados. FE e AG foram
encapsulados em 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina e tiveram sua analise
quimica realizada. As CIMs e CFMs dos encapsulados foram
determinadas, porém apenas o AG encapsulado teve sua acdo anti-
biofime e in vivo verificadas. A citotoxicidade de AG e FE livres e
encapsulados foi determinada. As CIMs variaram de 5,0 e 0,625 mg/ml
para o acido galico e 2,5 e 0,019 mg/ml para FE. AG e as outras
moléculas foram encontradas na FE. Nao foram encontrados CFMs. Os
fendlicos estudados também foram encontrados em FE por ESI/MS.
Tanto FE quanto AG tiveram efeito direto nos fatores de viruléncia de C.
albicans, exceto sobre a secre¢cdo de exoenzimas. Nao houve diferenca
na CIM entre as substancias livres e encapsuladas. AG encapsulado teve
melhor acao anti-biofilme do sua forma livre. Foi verificada melhora clinica
de lesbes eritematosas no palato de ratos, porém nao foi possivel. A
citotoxicidade das substancias livres ou encapsuladas variou de
moderava a leve para FE e foi moderada para AG. Apés as andlises,
observou-se o efeito anti-C. albicans de FE e AG. AG encapsulado
apresentou promissor efeito anti-biofilme e aparente melhora clinica nas
lesdes sugestivas de candidose eritematosa ha mucosa palatar dos ratos.

Palavras-chaves: Candida albicans. Buchenavia tomentosa. Terapias
complementares. Fitoterapia.



Teodoro GR. Activity of phenolic enriched fraction of Buchenavia
tomentosa and some isolated compounds before and after encapsulation
with beta-cyclodextrin in Candida albicans. [doctorate thesis]. S&o José
dos Campos: Institute of Science and Technology, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2016.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effectiveness against Candida
albicans of fraction enriched in phenolic (FE) of Buchenavia leaves
tomentosa beyond substances gallic acid (GA), corilagin, kaempferol and
vitexin, phenolic substances previously detected in the aqueous extract of
B. tomentosa, free or encapsulated in cyclodextrins. Microdilution test with
standard strains and clinical isolates besides the chemical analysis of FE
by mass spectrometry (ESI-MS) were carried out. The acetone extract was
the FE and AG was the most efficient phenolic substance against C.
albicans. The effect of FE and AG against the virulence factors of C.
albicans was also analyzed. FE and AG were encapsulated into 2-
hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (HP-B-CD) and had their chemical
analyses made. MICs and MFCs of encapsulated have been determined.
Solely the GA encapsulated had its anti-biofilm and in vivo action verified.
Cytotoxicity of free and encapsulated GA and FE were determined. The
MIC ranged from 5,0 to 0,625 mg/ml for GA and 2,5 and 0,019 mg/ml for
FE. MFCs values were not found. All phenolics molecules were found in
FE by ESI/MS. AG and FE had a direct effect on virulence factors of C.
albicans, except on the secretion of exoenzymes. There was no difference
in the CIM between free and encapsulated substances. The anti-biofilm
effect was better in GA encapsuladed than its free form. A clinical
improvement of sugestives erythematous lesions on the palate of rats was
observed, although the hyphaes were not found in the palatar mucosa.
The cytotoxicity for all substances was moderated. After the analysis, we
observed the anti-C. albicans effect of GA and FE. AG encapsulated
showed promising anti-biofilm effect and apparent clinical improvement in
lesions suggestive of erythematous candidiasis in palatar mucosa of rats.

Keywords: Candida albicans. Buchenavia tomentosa. Complementary
therapies. Phytotherapy.



1 INTRODUCAO

Um dos grandes desafios para a utilizagcdo de plantas
medicinais como alternativas terapéuticas € a escassez de evidéncias
cientificas que possam assegurar seu uso correto (World Health
Organization, 2002). A Organizacdo Mundial de Saude vem incentivando
estudos com plantas no intuito de sanar as lacunas da falta de evidéncias
cientificas para seu uso de forma segura. Seguindo esta tendéncia
mundial, o Governo Federal brasileiro criou a “Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapia”, uma vez que a flora brasileira € uma
das mais vastas do mundo e ainda pouco se sabe sobre seu potencial
fitoterapico (Brasil, 2006). Dentro deste contexto, o Pantanal Mato-
grossense destaca-se por sua vasta flora (Pott et al., 2011). Todavia,
estudos relevantes sobre tal flora devem ser mais bem explorados. Dentre
plantas com conhecidas atividades biolégicas tais como antimicrobianas,
anti-inflamatérias e antioxidantes e que ocorrem no Pantanal, destacam-
se as da familia Combretaceae (Pott et al., 2011). Tais atividades
provavelmente se dao pela presenca de compostos bioativos, como os
compostos fendlicos (Newman, Cragg, 2012).

Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos no
reino vegetal e sdo definidos como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais. Podemos destacar o grupo dos flavondides, taninos e
dos &cidos fendlicos (Chirinos et al., 2009).

A atividade antimicrobiana, inclusive antifiingica da planta
Buchenavia tomentosa (Combretaceae) ja foi descrita na literatura
(Brighenti et al., 2014; Teodoro et al., 2015). Além disso, compostos

fendlicos com atividade antifingica, anteriormente descritas na literatura
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cientifica tais como &cido gélico, corilagina, vitexina e kaemferol, foram
encontrados em extratos preparados a partir desta planta. Todavia, pouco
se sabe a respeito dos seus mecanismos de acao e ainda néo foi relatada
na literatura a influéncia sobre os fatores de viruléncia dos fungos.

Ciclodextrinas (CDs) séo carreadores macrociclicos,
capazes de aumentar a solubilidade aquosa de farmacos pouco soluveis,
além de aumentar sua biodisponibilidade e estabilidade (Teixeira et al.,
2013).

Infeccbes por leveduras do género Candida vém
aumentando consideravelmente nas ultimas décadas, principalmente em
individuos imunocomprometidos (Aperis et al., 2006; Spellberg et al.,
2012). As infeccdes por micro-organismos deste género sao
intermediadas por seus fatores de viruléncia. Sdo esses fatores a adeséo
as células do hospedeiro, secrecao de enzimas hidroliticas, formacéo de
hifas e desenvolvimento de biofilme (Williams et al., 2011). O controle da
expressdo destes fatores de viruléncia realizados € realizado por genes
de viruléncia, tanto os relaciodos a producdo de enzimas hidroliticas
(familia SAP), quanto os relacionados a aderéncia, como os da familia
ALS e o gene HWP1 (Naglik et al., 1999; Staab et al., 1999; Hoyer, 2001).

A candidose eritematosa associada ao uso de prétese é
de ocorréncia comum, sendo principalmente causada por C. albicans
(Regezi, 2012; Sanita et al., 2012). No tratamento convencional desta
doenca, recidivas sdo comuns (Gendreau, Loewy, 2011). Logo, a busca
de alternativas de tratamento é necessaria. Assim, o0 presente estudo
propbe estudar os efeitos antifingicos in vivo e in vitro do extrato
enriquecido por componentes fendlicos das folhas de B. tomentosa, de
moléculas fendlicas isoladas com poder antifungico deles isoladas ou

encapsuladas em ciclodextrinas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Medicamentos tradicionais a base de plantas sao
utilizados por cerca de 80 % da populacdo mundial (Wangchuk et al.,
2011) e seu uso pelos seres humanos supera os 1000 anos (Scartezzini,
Speroni, 2000). Assim sendo, plantas sdo importantes fontes de novas
substancias bioativas e o interesse econdmico para a descoberta de
farmacos € alto. Estima-se que cerca de 25 % dos mais modernos
medicamentos sdo direta ou indiretamente derivados de plantas
medicinais (Newman, Cragg, 2012). O mercado mundial de
medicamentos derivados de plantas girou cerca de 8,3 bilhdes de délares
em 2008, e existe a expectativa de aumento destes numeros (World
Health Organization, 2011). O namero estimado de espécies de plantas
superiores descritas € de 250.000 a 750.000. Entretanto,
aproximadamente 119 substancias extraidas a partir de vegetais para uso
na medicina sado obtidas a partir de apenas cerca de 90 plantas
(Farnsworth, 1997).

Apesar do seu extensivo uso, as evidéncias cientificas do
uso medicinal de plantas ainda sé&o insuficientes para garantir a qualidade
de tais produtos. Para sanar este desafio, a Organizacdo Mundial de
Saude tem incentivado estudos cientificos relevantes com plantas desde
2002, no intuito de criar evidéncias consistentes com relacdo a sua
seguranca e efetividade (World Health Organization, 2002, 2011),
acreditando que uma vez que estes estudos utilizam técnicas sofisticadas,

0 estabelecimento de uma relacao racional entre o seu uso e a cura das
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doencas por meio de substancias biologicamente ativas presentes nas
drogas vegetais seja possivel (Ghisalberti, 2007).

2.1.1 Plantas medicinais no Brasil

A flora brasiliera é mundialmente conhecida e as
aproximadamente 40.000 espécies de plantas conhecidas equivalem a
1/5 da flora mundial (Maciel et al., 2002; Brandao et al., 2013). Porém,
estudos relevantes foram realizados em apenas 0,4 % desta flora (Brito,
Brito, 1993). Acompanhando as diretrizes da Organizacdo Mundial da
Saude (World Health Organization, 2002), o Governo Federal, elaborou a
“Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapia” a fim de “garantir a
populacdo brasileira 0 acesso seguro e 0 uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, promovendo o0 uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria
nacional” (Brasil, 2006), tratando-se de um incentivo a mais estudos da
flora nacional. Além disso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) intensificou o controle do uso de produtos fitoterapicos no
Brasil, sendo este liberado para uso apenas apds total comprovacédo
cientifica de sua eficacia e de sua seguranca (Brasil, 2010; Brandao et al.,
2010).

2.2 Familia Combretaceae

O Pantanal Mato-grossense é uma das maiores
extensdes continuas do planeta e foi reconhecida como Reserva da

Biosfera pela UNESCO no ano 2000 (Embrapa, 2015). Entretanto, apesar
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das mais de 1800 espécies de plantas descristas neste bioma (Pott et al.,
2011), poucos estudos cientificos relevantes com tais vegetais foram
realizados.

No Pantanal, sdo encontradas algumas plantas
pertencem a familia Combretaceae (Pott et al., 2011; Bieski et al., 2012).
Esta ocorre nas regides tropicais e subtropicais do mundo e inclui 20
géneros e aproximadamente 475 espécies. No Brasil, ocorrem seis
géneros e cerca de 78 espécies (da Silva, Valente, 2005). Extratos de
plantas desta familia tém sido citados na literatura como promissores
agentes anti-Candida, inclusive contra C. albicans, tais como dos géneros
Combretum, Terminalia e Buchenavia (Baba-Moussa et al., 1999; Masoko
et al., 2005, 2007; Govindarajan et al., 2006).

2.2.1. Buchenavia tomentosa

Conhecida popularmente como Tarumarana, Buchenavia
tomentosa € descrita como uma &rvore com altura média de 26 metros e
o didmetro do tronco variando entre 21 e 35 centrimetros. No Brasil, é
encontrada nos Estados do Amazonas, Para, Piaui, Goias, Mato Grosso e
Minas Gerais (da Silva, Valente, 2005). O fruto desta arvore é comestivel
e o preparo de suco a partir deste € comum. As folhas séo utilizadas para
preparo de cha e a madeira é usada para confeccdo de porteiras e
caibros e como lenha (Pott, Pott, 1994). Recentemente, a acgao
antibacteriana (Brighenti et al., 2014) e anti-Candida (Teodoro et al.,
2015) de diversos extratos desta planta foram descritos. Entretanto, ainda
nao foi descrita 0 mecanismo de acao dos extratos de B. tomentosa nas
leveduras bem como sua influéncia nos fatores de viruléncia desses

micro-organismos.
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Teodoro et al. (2015) encontraram substancias bioativas
como acido galico (4cido fendlico), corilagina (tanino), kaempferol e
vitexina (flavonoides), foram encontradas em extrato aquoso das folhas
de B. tomentosa, bem como comprovaram a acdo anti-Candida destas
moléculas. Além disso, outros trabalhos vém demostrando semelhante
acao destas moléculas contra leveduras do género Candida (Salvador et
al., 2004b; Yordanov et al., 2008; Rangkadilok et al., 2012; Alves et al.,
2014).

2.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdao moléculas encontradas em
diversos vegetais. Os mais conhecidos sdo os acidos fendlicos, acido
benzdico e cindmico, cumarinas, taninos, ligninas, lignanas e flavonoides.
Nas ultimas trés décadas diversos estudos tém sido feitos com estas
substancias, tanto na extracdo, identificacdo e quantificacdo destas
moléculas, no intuito de sua utilizacdo como medicamentos e

suplementos alimentares (Khoddami et al., 2013).

2.3.1 Flavonodides

Sao compostos fendlicos cuja sua estrutura basica
consiste em um nucleo fundamental, constituido de quinze atomos de
carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fendlicos
substituidos e um pirano acoplado ao primeiro anel fendlico (Di Carlo et
al., 1999). Plantas medicinais e condimentares que contém flavonodides

sdo usadas ha milhares de anos na medicina oriental. No entanto, a
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despeito da literatura avaliada, ainda sao pouco usados terapeuticamente
na medicina popular do ocidente (Middleton et al., 2000).

2.3.2 Taninos

De acordo com Bruneton (1999) e Waterhouse (2002), sao
polifendis que séo divididos em 2 grupos: taninos hidrolisaveis (polimeros
de acido elagico ou elagotaninos e do &cido galico ou galotaninos) e os
taninos condensados, que resultam da condensacdo de mondémeros de
flavan-3-ol. Essas moléculas tém grande potencial para formar ligacdes
com outras moléculas das plantas em que sdo encontrados (Pereira et al.,
2009). As propriedades antioxidantes de taninos s&o responsaveis por
interessantes propriedades bioldgicas como anti-inflamatoérias e anti-

microbianas (Pereira et al., 2009; Rangkadilok et al., 2012).

2.3.3 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos sdo outra das principais classes de
compostos fendlicos dentro do reino vegetal. Raramente sdo encontrados
de forma livre, sendo normalmente encontrados como ésteres, amidas ou
glicosideos. A variacdo de &cidos fendlicos se da pelo niamero e
localizacdo de grupos hidroxila no anel aromatico (Pereira et al., 2009).
Os éacidos fendlicos possuem duas estruturas principais: éacido

hidroxibenzdico e hidroxicinamico.
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2.4 Ciclodextrinas

Ciclodextrinas (CDs) sao carreadores macrociclicos,
capazes de complexar e estabilizar um largo espectro de substancias. As
CDs tem varias aplicacdes dentro deste contexto por serem inertes, ndo-
toxicas e carreadora de compostos ativos em formulagdes farmacéuticas
A formacdo de complexos de inclusdo em ciclodextrinas tem sido
estudada com resultados que demonstram melhora nas propriedades
farmacoldgicas de farmacos aumentando a eficicia e a seguranca dos
mesmos. Na industria farmacéutica, ciclodextrinas tém sido usadas como
complexadores, para aumentar a solubilidade aquosa de farmacos pouco
sollveis e para aumentar sua biodisponibilidade e estabilidade (Teixeira
et al., 2013).

A técnica de encapsulamento de 6leos essenciais em
nanocapsulas e beta-ciclidextrina tem sido aplicadas com sucesso em
varias areas utilizando, por exemplo, Oleo essencial de alho (Ayala-
Zavala, Gonzalez-Aguilar, 2010) e capim-limdo (Weishmer et al., 2010).
Kalogeropoulos et al. (2009) relataram o encapsulamento em CDs de
extrato etandlico de prépolis obtendo resultados positivos. Teixeira et al.
(2013) avaliando complexos de clorexidina com CD, relataram que a
atividade antimicrobiana foi significativamente aumentada pelo processo

de encapsulacéo.

2.5 Leveduras do género Candida

Estes micro-organismos sdo considerados patdégenos
oportunistas, causadores de infeccbes principalmente em individuos

imunodeficientes, como os portadores do virus HIV, pacientes que
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estejam sob quimioterapia, transplantados em uso de medicamentos
imunossupressores e diabéticos (Richardson, 2005; Aperis et al., 2006).
Nos Estados Unidos, estdo em quarto lugar dentre 0s micro-organismos
causadores de septicemia (Perlroth et al.,, 2007). Estima-se que as
candidoses invasivas afetem mais de 250.000 pessoas no mundo
causando mais de 50.000 mortes por ano podendo chegar até a 50 % de
letalidade (Arendrup, 2010).

A adesao a superficies, o dimorfismo (formacéo de hifas)
e a formacédo de biofilme em superficies biolégicas ou ndo (catéteres,
proteses) sdo fatores de viruléncia fundamentais expressos por estas
leveduras (Raad, Hanna, 2002; Ramage et al.,, 2006; Modrzewska,
Kurnatowski, 2015).

2.5.1 Candida albicans

C. albicans continua sendo a espécie mais patogénica
aos seres humanos, apesar do advento de infeccBes por espécies de
Candida néo-albicans e outros fungos. Esta levedura é considerada um
micro-organismo oportunista, sendo causa de infec¢des bucais e do trato
genitourinario, podendo também causar severas infec¢Bes sistémicas,
principalmente em individuos imunocomprometidos, como transplantados,
sob quimoterapia, portadores de AIDS e Hepatite C (Pitarch et al., 2006;
Spellberg et al., 2012). O dimorfismo deste fungo o auxilia na formacéo do
biofilme e invaséo tecidual, sendo estes importantes fatores de viruléncia
(Stoldt et al., 1997; Mayer et al., 2013).
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2.5.2 Fatores de viruléncia de Candida

A aderéncia de Candida em superficies bibticas e
abidticas é fundamental para o inicio da colonizagéo, seja diretamente nas
células (epiteliais, endoteliais e fagociticas) ou em artefatos como
catéteres e proteses. Esta caracteristica permite a permanéncia destes
micro-organismos em seu hospedeiro. As leveduras deste género se
aderem a varios tipos de células (Nobile et al., 2008; Modrzewska,
Kurnatowski, 2015). Esta aderéncia € intermediada por adesinas
presentes nestes micro-organismos sendo as principais mananas,
manoproteinas, beta-glucanos e quitina (Netea et al., 2008).

Dentre as enzimas hidroliticas secretadas por Candida
spp., as proteinases e foslipases estdo entre as mais importantes.
Proteinases auxiliam estas leveduras a evadiram do sistema imunoldgico
do hospedeiro, pois podem hidrolizar as imunoglobulinas do tipo IgA
secretora presente nas mucosas. Além disso, podem diretamente destruir
o tecido. As fosfolipases também estdo envolvidas com a invasao e
destruicdo do tecido do hospedeiro e sua atividade é acentuada quando
ocorre o contato das hifas produzidas por estas leveduras com este tecido
(Williams et al., 2011; Mayer et al., 2013).

Modificacdes morfolégicas ocorrem nas leveduras do género
Candida, principalmente C. albicans, dependendo das condi¢cdes em que
se encontram. As possiveis morfologias observadas sao hifas, pseudo-
hifas ou leveduras, sendo que a formacao de hifas tenha um importante
papel na invasdo de tecidos e biomateriais e também confere maior
resisténcia aos fagocitos quando comparados com as formas
leveduriformes (Jayatilake et al., 2006; Williams et al., 2011; Mayer et al.,
2013).

A formacdo de biofilme também €& importante na
patogenicidade de Candida porque ele se torna uma barreira contra a
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penetracdo de fatores imunologicos do hospedeiro e de drogas
antimicrobianas (Vuong et al., 2004; Fanning, Mitchell, 2012), pois a
matriz extracelular polissacaridica formada no biofilme, inibe a difuséo das
moléculas dos antimicrobianos para o interior do biofilme. Além disso, a
acao ionica do biofilme limita a acdo dos antimicrobianos (Al-Fattani,
Douglas, 2004).

2.5.3 Genes relacionados a viruléncia em C. albicans

A levedura C. albicans transita da forma comensal para a
forma infecciosa através de alteracBes transcricionais, sendo que nesta
condi¢do ha maior expressao dos genes que codifica enzimas hidroliticas
e adesinas (Calderone, Fonzi, 2001; Hube, 2004). Além disso, a formacao
de hifas e a comutacéo fenotipica estdo também envolvidas na viruléncia
do fungo (Hube, 2004).

Dentre os principais genes que codificam enzimas
hidroliticas com atividade nas mucosas, destacam-se os da familia
Secreted aspartyl proteinases também conhecidos como SAPS. Além
disso, tais genes auxiliam na adesao de C. albicans ao tecido (Naglik et
al., 1999; Tsang et al., 2007; Marcos-Arias et al., 2011). Esta familia é
composta por 10 genes particularmente proeminente e diversificada, que
desempenham um papel importante na patogénese da candidose. Estes
sdo coordenadamente regulados dependendo das condi¢cdes ambientais
e da morfologia celular, isto é, de levedura ou hifas, que também sédo
importantes no desenvolvimento do biofilme por C. albicans (Naglik et al.,
1999; Ramage et al., 2005; Rajendran et al., 2010).

Genes pertencentes a familia Agglutinin-like sequence, ou
simplesmente ALS, incluem oito genes que codificam grandes

glicoproteinas da superficie celular, embora nem todos estejam presentes
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em todas as cepas de Candida albicans, uma vez que os genes ALS de 1
a 4 codificam adesinas especificas para tubos germinativos e hifas,
enquanto os genes ALS de 5 a 7 e ALS 9 estdo associados com
blastosporos. Como hipoétese, acredita-se que estas glicoproteinas podem
ser adesinas envolvidos principalmente em interagbes patdgeno-
hospedeiro (Hoyer, 2001; Hoyer et al., 2008; Murciano et al., 2012).

A adesao via Hyphal wall protein, conhecido como HWP1
(Staab et al., 1999), € um exemplo surpreendente da adaptacao fungica
ao hospedeiro e pode ser descrita como um mimetismo molecular, uma
vez que a regido ativa amino-terminal do HWP1 é reconhecida como um
substrato para a atividade da enzima transglutaminase do hospedeiro, a
qual estd associada a superficie das células do epitélio. Isto resulta em
ligacbes cruzadas isopeptidicas das proteinas associadas as células
epitelias com o HWP1, proporciando uma ligacdo covalente entre C.
albicans e o epitélio (Staab et al., 1999, 2004).

Os genes ALS e HWP1l codificam glicoproteinas de
superficie ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI), as quais podem
mediar a adesdo de C. albicans as superficies mucosas (Hoyer et al.,
2008).

2.6 Candidose eritematosa

A candidose eritematosa é a doenca mais comumente
relacionada a utilizacdo de préteses odontolégicas, sendo C. albicans
geralmente relacionada como um dos agentes etioldgicos. A incidéncia
pode chegar a mais de 80 % dos portadores de préteses totais (Figueiral
et al., 2007; Regezi et al., 2012; Sanita et al., 2012). O biofilme bacteriano

presentes nestas préteses bem como sua rugosidade sao fatores
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predisponentes para crescimento de C. albicans e consequente instalacéo
da infecgao (Arita et al., 2005; O'Donnell et al., 2015).

Os antifingicos convencionais possuem algumas
consideraveis limitacGes, tais como espectro inadequado de atividade,
pequena quantidade de drogas disponiveis, pequeno indice de tolerancia,
interacbes com outras drogas, perfil farmacocinético inadequado, alto
custo e importantes efeitos téxicos (Bates et al., 2001; Johnson, Perfect,
2003; Yu et al., 2005; Lewis, Graybill, 2008). Além disso, os casos de
resisténcia de Candida spp. a estes farmacos vém aumento (Borg-von
Zepelin et al.,, 2007; Panizo et al., 2009; Lee et al., 2010; Pfaller et al.,
2010). No caso especifico do tratamento de candidose eritematosa
associado ao uso de proétese, os antifUngicos convencionais sao eficazes
no tratamento agudo da doenca, porém rapidas recorréncias poucos dias
apoés a suspensdo do tratamento costuma ser observado, principalmente
guando associadas a ma higienizacdo da protese (Gendreau, Loewy,
2011). Para oferecer alternativas ao tratamento com tais antifingicos,
alguns tratamentos alternativos a essas doencas tém sido sugeridos e
com grande interesse (Silver, Bostian, 1993). Para candidose eritematosa,
podemos citar o uso de propolis (Santos et al., 2008), bicarbonato de
sédio (Gawande et al., 2008) e vinagre de maca (Mota et al., 2015).

A descoberta de compostos naturais com potencial
antifingico pode ser uma boa alternativa para tais tratamentos
(Schmourlo et al., 2005). A utilizacdo de extratos das folhas de B.
tomentosa pode ser uma destas alternativas, uma vez que impacto de
compostos naturais sobre doencas infecciosas humanas tem merecido
muito interesse nas Ultimas décadas (Leitao et al., 2004; Takarada et al.,
2004).



3 PROPOSICAO

3.1Proposicao geral

Avaliar a efetividade antifingica in vitro e in vivo frente a

Candida albicans da fracao enriquecida em fendlicos (FE) das folhas de

Buchenavia. tomentosa e das substancias isoladas detectadas no extrato

aguoso bruto de B tomentosa livres ou encapsuladas em ciclodextrinas.

3.2 Proposic¢des especificas

b)

d)

Obter a fracdo enriquecida em fendlicos (FE)
a partir do extrato aquoso bioativo das folhas
de B. tomentosa,;

Avaliar a atividade antifangica das
substéancias isoladas &cido gélico, corilagina,
kaempferol e vitexina;

Avaliar a efetividade in vitro das substancias
isoladas e FE por meio de valores de
concentragdo  inibitéria de  formacéo,
erradicacao de biofilme de C. albicans e agao
sobre fatores de viruléncia;

Encapsular em beta-ciclodextrina a fragéo FE
e a substancia isolada mais ativa,
Caracterizar quimicamente e biologicamente
0s encapsulados, avaliando atividade

antifungica in vitro e in vivo e citotoxicidade.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) com animais sob o namero de protocolo 09/2012-PA/CEP e seres
humanos sob o numero de processo 367.923 sendo que para este

altimo, o projeto foi cadastrado na Plataforma Brasil (ANEXOS A e B).

4.2 Obtencdo da fracdo enriquecida em fendlicos das folhas de
Buchenavia tomentosa

Esta etapa foi realizada a partir do extrato aquoso (5
minutos a 100 °C) das folhas de B. tomentosa previamente obtida
(Teodoro et al., 2015). Este foi submetido ao processo de extracao
liquido-liquido (Salvador, Dias, 2004a; Salvador et al., 2006; Souza et al.,
2007), visando diminuir a complexidade da mistura, separando em
fragbes contendo constituintes com diferentes polaridades (Figura 1).
Utilizou-se acetona para concentrar as moléculas fendlicas, sendo esta

fracdo entdo denominada de enriquecida em fendlicos (FE)
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EA (100°C/3min):
20 g folhas/400 mL agua
WVolume final: 250 ml

1) Adicdo de 50 ml de Metanal (1:5 viv)

2) Extracdio com hexano (2 extracdes com 100ml
em banho de ultrassom por 15 min., utilizando a
proporcdo de 1:1 wiv hexano/EA + metanol)

Fragdo hexanica Fracdo hidroalcodlica

1) Extracdo com diclorometano (2 extragdes
com 100 ml em agitacdo manual, utilizando a
proporgdo de 1:1 viv diclorometanofracido
hidroalcodlica)

Fracdo hidroalcodlica Fracéo diclorometénica

1) Extracio com acetona (3 extracdes com
100 ml agitacde manual, utilizando a
proporgio de 1:1 (wiv) acetonal fracdo
hidroalcodlica)

Fragéo hidroalcodlica Fragao acetdnica
remanescente

OBS: Os solventes organicos das fragdes hexéanica, diclorometénica, acetdnica e
hidroalcodlicas foram removidos em rotaevaporador sob presséo reduzida.

Figura 1- Esquema da particdo do extrato aquoso (EA) de Buchenavia tomentosa para
obtengéo das fracdes.

4.3 Screening inicial da atividade antifungica

A metodologia utilizada para triagem da atividade
antifingica in vitro dos extratos foi a de difusdo em &gar pela técnica do
poco com dupla camada de agar (Holder, Boyce, 1994). Foram utilizadas
as cepas de C. albicans SC 5314 e ATCC 18804. Primeiramente foi
obtida uma camada base, onde 5 ml de caldo RPMI 1640 (sem

bicarbonato de so6dio, com L-alanina, tamponado em pH 7.0 com MOPS:
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acido 3-[N-morfolino]propanesulfénico) 2 vezes concentrado acrescido de
5 ml de agar a 3 % com temperatura de aproximadamente 50 °C, foram
colocados em placas de Petri estéreis (90 x 15 mm) totalizando um
volume de 10 ml. Os micro-organismos foram semeados em agar
Sabouraud dextrose por 24 horas e incubados 37 °C. Em seguida,
in6culos foram preparados em solugdo fisioldégica estérii 0,9 % na
concentracdo 10° células/ml utilizando espectrofotdmetro, com densidade
Optica (OD) de 0,380 em 550 nandmetros (nm) conforme prévia
padronizacao (Teodoro et al., 2015).

Para obtencdo da camada seed, no mesmo meio de
cultura acima descrito (total de 10 ml) foi adicionado 100 pl do inéculo.
Apds homogeinizacdo, o contetdo foi vertido sobre a camada base. O
volume final (camada base + camada seed) na placa foi de 20 ml.
Orificios de cerca de 5 mm de diametro foram feitos com canudos
esterilizados nas placas ja com os meios solidificado. Posteriormente, 0s
orificios receberam 50 pl das substancias. Todas as substancias, com
excecdo da fracdo acetOnica, foram ressuspensas no meio RPMI 1640
nas mesmas condi¢bes acima com adicdo de 5 % de DMSO, obtendo-se
uma concentracao final de 10 mg/ml. Como controle negativo foi utilizado
0 proprio meio de cultura acrescido de 5 % de DMSO, com excecéo da
fracdo acetOnica para a qual foi utilizado somente o meio de cultura.
Como controle positivo, foi utilizado anfotericina B na concentragdo 2
pug/ml. Apés uma hora, as placas foram incubadas em estufa a 37 °C
durante 24 horas. Depois deste periodo, os halos formados foram
medidos e os resultados anotados.

A fracdo escolhida teve seu perfil quimico analisado para
verificagdo da presenca de compostos fendlicos, principalmente os que ja
previamente foram identificados nesta planta como acido galico, vitexina,
corilagina e kaempferol (Teodoro et al., 2015), para a determinacdo da
fracdo enriquecida em fendlicos (FE).
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4.4 Caracterizacdo do perfil quimico da frac&o enriquecida das folhas
de B. tomentosa

Este perfil foi obtido por espectrometria de massas por
injecdo direta por eletrospray (ESI-MS) visando a caracterizacdo dos
constituintes majoritarios presentes (Schinor et al., 2004, 2006). As
amostras foram diluidas em uma soluc¢éo contendo 50 % (v/v) de metanol
grau cromatografico e 50 % (v/v) de uma solucdo de agua deionizada e
0,5 % de hidroxido de amonio (Merck, Darmstadt, Alemanha). As andlises
ESI-MS foram realizadas por injecéo direta no Espectrometro de Massas
Quadrupolar — Micromass da Waters, por eletro spray em modo negativo
e modo positivo e as condi¢des gerais foram: temperatura da fonte de 100
°C, a tenséo capilar de 3,0 kV e a tensdo do cone de 30 V. A andlise
estrutural de ions no espectro de massa de extrato e fracdes foram
realizadas pela avaliacdo dos fragmentos gerados em analise ESI-MS. Os
ions com relagcdo massa/carga (m/z) de interesse foram selecionados e
submetidos a colisdes com argbénio. A pressdo do gas de colisdo foi
otimizada para a producdo de fragmentacdo extensa do ion sob
investigacao.

Os constituintes foram identificados por comparacdo de
seus espectros de fragmentacdo ESI-MS com espectro de amostras-
padrao auténticas do banco de substancias padréo do grupo de pesquisa
do Laboratério de Farmacognosia, Tecnologia Fitofarmacéutica e
Bioensaios do IB-Unicamp e com dados da literatura (Pascoal et al.,
2011).
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4.5 Suscetibilidade das cepas de Candida albicans isoladas de
candidose eritematosa frente as diversas substancias com atividade
antifingica

4.5.1 Determinacdo da concentracdo Inibitoria minima (CIM) e
concentracdo fungicida minima (CFM) da fracdo enriquecida (FE) de
Buchenavia tomentosa e substancias isoladas

Nesta etapa foi utilizada a FE previamente obtida além
das substancias acido gélico (AG), corilagina, vitexina e kaempferol, todas
obtidas comercialmente. Foram utilizadas as cepas de referéncia Candida
albicans SC 5314 e ATCC 18804, além de 27 cepas de Candida albicans
isoladas de lesbes de candidose obtidos em estudo de Crastechini et al.
(2009). Os micro-organismos foram semeados em agar Sabouraud
Dextrose e incubados por 24 horas a 37 °C. Subsequentemente, o0s
in6culos foram preparados de acordo com o item 3.3. A técnica da
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008) foi utilizada para os ensaios. As
substancias a serem testadas foram resuspensas no meio de cultura
RPMI (ja descrito no item 3.3), todas na concentracdo de 10 mg/ml. Em
seguida, 100 pl destes foram colocados na primeira coluna de placas de
microtitulacdo com 96 pocos.

Para as diluigdes, 50 pl das substancias na concentragao
incial foram pipetadas nas colunas subsequentes que continham 50 pl de
RPMI. As diluigbes seguiram por base dois. Ao final, foram obtidas
concentracbes entre 5 mg/ml até 0,04 mg/ml. Aliquotas de 50 pl dos
in6culos foram pipetadas nos pocos, com excessado do controle do meio
de cultura. A CIM e a CFM foi avaliada apds 24 horas de incubacao. Esta
avaliacao foi realizada através de subculturas de 3 ul das diluicdes e dos
controles positivos em placas contendo Agar BHI, que foram incubado por

24 horas a 37 °C. A CIM correspondeu a concentracdo que levou a 50 %
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de inibicdo em relagdo ao controle e a CFM a concentragdo que
totalmente inibiu o crescimento do micro-organismo.

A substancia fendnica de melhor agdo contra C. albicans
foi 0 AG. Sendo assim, nas demais estapas foram utilizados apenas FE e
AG.

4.6 Avaliagcao da atividade da FE e AG sobre fatores de viruléncia de
Candida albicans

4.6.1 Determinacdo da concentracdo de erradicacdo do biofilme (CEB)
mono-espécie de Candida albicans

A metodologia utilizada para esta fase do estudo foi
baseada em Cheng et al. (2011), com algumas modificacdes. Nesta
etapa, foram utilizadas as cepas de C. albicans ATCC 18804 e SC 5314
além de 3 isoldados clinicos que melhor formaram biofime. Os biofilmes
de 24 e 48 horas foram formados em corpos de prova de poliestireno com
50 mm? esterilizados por radiagdo UV por 30 minutos. Os in6culos foram
preparados como previamente descrito (item 3.5.1) modicando apenas o
comprimento de onda (520 nm), obtendo-se entdo um inéculo contendo
107células/ml. Em seguida, aliquotas de 20 pl dos inéculos foram
adicionadas em 200 pl de RPMI (item 3.5.1) adicionado de 2 % de
glicose, em placas de 96 pocos e os corpos de prova foram adicionados a
esta mistura. As placas foram incubadas por 120 minutos a 37 °C sob
agitacao de 80 rpm para a fase de pré-aderéncia.

Em seguida, os corpos de prova foram lavados com NacCl
0,9 % e foi adicionado novamente 200 ul de RPMI. Para o biofilme de 48
horas, este procedimento foi realizado novamente apdés 24 horas de

incubacgéo. Trés corpos de prova foram incubados também por 24 e 48
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horas nas mesmas condi¢cbes, porém sem adicdo do indculo, como
controle de esterilidade dos corpos de prova.

Os biofilmes foram expostos a concentracdes 2 e 4 vezes
CIM de FE e AG por 5 minutos em temperatura ambiente. Apds este
contato, os corpos de prova foram novamente lavados em solugéo
fisiologica (NaCl 0,9 %) e transferidas para tubos contendo 1 ml de
solucéo fisiolégica. Para a recuperacdo do biofilme, os tubos foram
agitados por 60 segundos em vortex e depois sonicados (2 pulsos de 15
segundos com vinte segundos de intervalo, amplitude 40, 15 W no gelo).
A suspensao resultante foi diluida em série (até 10™) e inoculada em &gar
Sabouraud e em seguida incubadas por 48 horas, a 37 °C, para obtencao
dos valores de unidades formadoras de colénias (UFC/espécime). Os

experimentos foram realizados em triplicada em 3 dias diferentes.

4.6.2 Acéo sobre a formacao de biofilme

No intuito de verificar a influéncia de FE e AG na
formacéao do biofilme de C. albicans, foi utilizada a mesma metodologia do
item 4.5.1. Porém os biofilmes foram formados no meio de cultura

contendo FE e AG diluidas no meio de cultura em 1/2 CIM.

4.6.3 Acéo sobre a producéo de proteinase e fosfolipase

As amostras de C. albicans citadas no item 3.5.1 foram
avaliadas em exposicao em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS -
controle) e apos exposicao das células fungicas a 1/2 CIM da FE ou AG.

Para tal, as suspensdes contendo 10’ células/ml das amostras foram
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preparadas conforme previamente descrito (item 3.4.3) e diluidas 1/10 em
solugdo aquosa das substancias nas concentracées desejadas. As
amostras foram incubadas por 1 hora a 37 °C sob rotacédo de 80 rpm. O
tempo de exposicao foi baseado em Hammer et al. (2000).

A analise da producdo de fosfolipase foi avaliada de
acordo com metodologia proposta por Polak (1992), com modificagbes. O
meio base foi preparado utilizando-se 20 g dextrose, 10 g de peptona, 5 g
de extrato de levedura, 58,5 g de cloreto de sodio, 0,55 g de cloreto de
calcio e 20 g de agar em 840 ml de 4gua destilada. O meio base foi entdo
autoclavado e em seguida mantido em banho-maria a 55 °C.
Posteriormente, foi adicionado 160 ml de emulsdo de gema de ovo a
50%. Apos a completa solidificacdo do meio, aliquotas de 2 pl das
suspensdes padronizadas foram pipetadas sobre a superficie do meio.
Cada isolado foi avaliado em triplicata em trés experimentos diferentes.
As placas foram incubadas a 37 °C por 4 dias. Os halos de precipitacéo e
o didmetro das colbnias foram mensurados.

A producao de proteinase foi avaliada de acordo com Aoki
et al. (1990). O meio consiste em agar contendo soro albumina bovina
(BSA). Uma solucédo contendo 0,04 g MgSQy,, 0,5 g K;HPO,4, 1 g NaCl, 0,2
g extrato de levedura, 4 g glicose e 0,5 g BSA (albumina sérica bovina) foi
preparada e o pH ajustado a 3,5 com 1 N HCI Essa solugcédo foi
esterilizada por filtracdo e 60 ml foram adicionados a 140 ml de agar. O
in6culo foi preparado como descrito anteriormente para o teste de
producao de fosfolipase. Todas as cepas foram avaliadas em triplicata em
as placas foram incubadas a 37 °C por 7 dias.

A producéo de fosfolipase e proteinase foram expressas
como valores de Pz, calculada pela razdo entre o diametro da coldnia e o
didmetro da colbnia mais a zona de precipitacdo formada. Os Pzs foram
transformados em scores, onde a atividade enzimatica foi negativa

guando o score foi 1, positiva quando o score foi 2 e fortemente positiva
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guando o score foi 3. Os experimentos foram realizados em triplicada em
3 dias diferentes.

4.6.4 Acédo sobre a morfogénese de C. albicans (transicao levedura-hifa)

Os ensaios foram realizados de acordo com Ohta et al.
(2007) e Chevalier et al. (2012) com as amostras padrédo. Para tal, as
suspensdes foram preparadas na concentracdo de 2,5 x 10°
blastoconideos por ml, em caldo Sabouraud dextrose (pH 5,8) e RPMI. A
FE e substéncia isolada foram avaliadas em caldo RPMI e caldo
Sabouraud dextrose na concentragdo de 1/2 CIM. Como controle negativo
foi utilizado somente RPMI e caldo Sabouraud. Um volume de 1 ml dos
preparos foram transferidos para placas de 24 pocos e incubados a 37 °C.
Apos incubacéo por 0, 4 e 24 horas foram realizadas contagens de hifas,
incluindo tanto as hifas verdadeiras e pseudohifas. Os experimentos
foram realizados em triplicada em 3 dias diferentes.

4.6.5 Acdo sobre a aderéncia de Candida albicans as células epiteliais
bucais

A aderéncia in vitro de C. albicans em células epiteliais foi
realizada como previamente descrito (Macura, Tondrya, 1989; Wellmer,
Bernhardt, 1997). As amostras padrao de C. albicans (ATCC 18804 e SC
5314) foram semeadas em agar Sabouraud Dextrose e incubadas a 37 °C
por 24 horas. Em seguida, as células foram centrifugadas (10.000 xg por
15 minutos) e lavadas trés vezes em 15 ml de PBS. Uma suspensao

contendo 10° células/ml foi obtida conforme previamente descrito (item
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3.4.1). As células de C. albicans foram expostas a 1/2 CIM da FE ou
substancia isolada por 1 minuto.

As células epiteliais foram obtidas de individuos
saudaveis, apos assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido,
por raspagem da mucosa jugal utilizando espéatulas de madeira estéreis.
As células foram centrifugadas (10.000 xg; 30 s) e lavadas trés vezes com
PBS. Uma suspensao contendo 10° células/ml foi obtida por contagem em
camara de Neubauer. As suspensfes de C. albicans e das células
epiteliais foram misturadas e incubadas a 37 °C por 1 hora. Foi incluido
controle negativo sem tratamento. As ceélulas de C. albicans que nao
aderirem as células epiteliais foram eliminadas usando membranas de 12
pum. Os filtros foram lavados com PBS e o conteldo desta lavagem foi
colorido com cristal violeta e o numero de leveduras aderidas em 25
células epiteliais foi quantificado. Os experimentos foram realizados em

triplicada em 3 dias diferentes.

4.6.6 Acéo sobre a expressao dos genes SAPs, HWP1 e ALS

Foi avaliada a expressao dos genes ligados a alguns
fatores de viruléncia de Candida spp. como os da familia secreted
aspartyl proteases (SAP) 2, 4 e 6 relacionados a secrecao de enzimas
proteoliticas, o gene 3 da familia agglutinin-like sequence (ALS 3)
referente a adesdo nas células do hospedeiro e finalmente o gene hyphal
wall protein 1 (HWP1) relacionado a formacdo de hifas, frente a
concentracdes sub-inibitérias de acido galico, FE, fluconazol (Controle
positivo) e AG ou FE junto com fluconazol. O protocolo foi baseado no
trabalho de Watamoto et al. (2011).
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4.6.6.1 Formacéo e tratamento dos biofilmes

Primeiramente, valores de CIMs foram determinados de
acordo com o protocolo do CLSI (2008), todavia, utilizando como meio de
cultura o caldo YNB com 100 mM de glicose, as Concentracdes Inibitorias
Minimas (CIM) das cepas de C. albicans ATCC 18804 e SC 5314 frente a
FE, acido galico e ao fluconazol (controle positivo). Subsequentemente,
os biofilmes de 24 horas das cepas de C. albicans ATCC 18804 e SC
5314 foram formados. Para tal, as cepas foram cultivadas em meio
Sabouraud dextrose a 37 °C durante 24 horas. Em seguida, uma aliquota
das leveduras foi inoculada em tubos contendo 20 ml do meio de cultura
yeast nitrogen (YNB) suplementado com 50 mM de glicose. Os tubos
foram incubados sobre agitacdo de 75 rpm overnight. As células foram
centrifugadas a 4 °C por 3 minutos a 5000 rpm.

O precipitado de células foi ressuspendido em 20 ml de
salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,2) e novamente centrifugado
nas mesmas condicbes. Este procedimento foi repetido 2 vezes.
Sequencialmente, as células foram ressuspensas em YNB suplementado
com 100 mM de glicose, de modo a atingir uma densidade O6ptica de
0,380 a 520 nm (1 x 10’ células / ml). Para a fase de pré-aderéncia do
biofilme, 100 pl da suspenséo foi pipetada em cerca de 20 pocos de uma
placa de microtitulacdo de 96 pocos que em seguida foi incubada durante
90 minutos a 37 °C em um agitador a 75 rpm. Depois, 0 meio foi aspirado
e os pogos foram lavados 2 vezes com 100 pl de PBS para remover as
células fracamente aderidas.

Os biofilmes prontos foram expostos a 200 pl de solugdes
a 1/2 CIM previamente estabelecidas de FE, acido gélico, fluconazol bem
como acido galico ou FE mais fluconazol diluidas em YNB com 50 mM de
glicose por 24 horas 37 °C em um agitador a 75 rpm. Na sequéncia o
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sobrenadante foi aspirado e os biofilmes foram lavados 2 vezes com 100
ul de PBS.

4.6.6.2 Extracdo do RNA

Cerca de 200 pl de Trizol® foi pipetado em 5 dos 20 pocos
dos biofilmes j& tratados e lavados totalizando 1 ml. Os biofilmes dos
pocos contendo Trizol® foram desprendidos mecanicamente do fundo dos
pocos com auxilio de uma ponteira e esta solucdo de Trizol® com o
biofilme desprendido foi transferida para outros 5 pocos até totalizar a
extracdo do biofilme dos 20 pocos. Os cerca de 1 ml de Trizol® com os
biofilmes foram transferidos para um microtubo que foi deixado em
temperatura ambiente por 5 minutos. Foi adicionado entdo 0,2 ml de
cloroférmio e os tubos foram manualmente e vigorosamente agitados por
15 segundos, seguida de incubagcdo a temperatura ambiente por 3
minutos. Apés a incubacédo, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm
durante 20 minutos a 4 °C.

Separou-se entdo a mistura em uma fase inferior
constituida de fenol-cloroférmio (coloracdo vermelha), uma interfase de
cor esbranquicada e uma fase superior aguosa incolor onde se localiza o
RNA. Cuidadosamente, apenas a camada aquosa superior foi transferida
para um novo microtubo onde 0,5 ml de isopropanol foi adicionado para a
precipitacdo do RNA, sendo esta mistura incubada por 20 minutos em
temperatura ambiente. Os tubos foram entdo centrifugados a 3.000 rpm
durante 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado
tomando-se cuidado para néo dissolver o pellet de RNA no fundo do tubo
e sequencialmente foi adicionado 1 ml de etanol 75 % gelado (diluido em

agua livre de nuclease).
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Os tubos foram invertidos por algumas vezes e entdo
novamente centrifugados a 7.500g durante 5 minutos a 4 °C. Logo em
seguida, o etanol foi também cuidadosamente removido e o0s tubos
ficaram abertos em temperatura ambiente durante 10 minutos para total
secagem. Apds a secagem, o RNA foi dissolvido em cerca de 15 a 20 pl

de agua livre de nuclease e armazenado em freezer -80 °C.

4.6.6.3 Sintese de DNA complementar (CDNA)

A sintese de cDNA foi feita por transcriptase reversa
utilizando o protocolo do kit Promega (cat num: M1701). Inicialmente, o
RNA extraido foi quantificado em Nanodrop®. O RNA foi diluido até a
concentracdo final de 1 pg. O mix para a primeira etapa da sintese do
cDNA conteve: 1ug de RNA, 1ul de dNTP (10mM), 1pl OligodT (50mM) e
adicionado de agua ultrapuraaté o volume final de 14,5 ul. O volume de
agua ira depender da concentracdo de RNA extraido, todavia o volume
final do mix deve ter no maximo 14,5 pl. O mix foi levado para um
termociclador e realizado um ciclo de 5 minutos a 65 °C seguido de um
ciclo a 4 °C por 2 minutos. Em seguida, outro mix contendo 4 ul do
tampao M-MLV 5x, 0,5 upl de inibidor de RNase e 1 yl de M-MLV
transcriptase reversa foi adicionado ao tubo. Em seguida realizou-se no
termociclador um ciclo de 50 °C por 60 minutos seguido de 85 °C por 5
minutos sendo este resfriado para 4 °C. O cDNA sintetizado foi

armazenado em freezer -20 °C.
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4.6.6.4 PCR em tempo real (RT PCR)

O protocolo utilizou o kit KAPA SYBR® FAST gPCR. Os
genes estudados foram SAP2, SAP4, SAP6, ALS3 e HWP1. Os primers
foram sintetizados de acordo com as sequéncias disponiveis na literatura.
O gene de referéncia (housekeeping gene) foi o ACT1. O cDNA foi diluido
de 3-10 vezes (normalmente 5 vezes € o suficiente). Entdo, preparou-se o
mix contendo 0,4 pl de Primer F (500nM/ul), 0,4 pl de Primer R
(500nM/pl), 0,4 ul de Enzima Rox, 10 ul de Sybr Green, 1 ul de cDNA e
7,8 de &gua livre de nuclease. O mix foi pipetado em placas de
microtitulacdo de 96 pocos que foram seladas com um adesivo 6tico e
centrifugadas de 2 a 5 minutos a 2000 rpm a 4 °C. Finalmente, as placas
foram colocadas no aparelho StepOne® (Applied Biosystems) programado

de acordo com o quadro 1.

Quadro 1- Ciclos para realizagdo de PCR em tempo real (RT PCR)

Passo Temperatura Duracéo
1 50°C 2 minutos
2 95 °C 10 minutos
3 95 °C 15 segundos
4 60 'C 1 minuto
A partir do passo 3 39 ciclos adicionais
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4.7 Obtencao e caracterizagcdo quimica do encapsulado

4.7.1 Diagrama de solubilidade

Esta etapa consistiu em avaliar se a complexacdo da
molécula com a ciclodextrina aumenta sua solubilidade em agua.
Realizou-se conforme metodologias descritas na literatura (Tewes et al.,
2008; Yang et al., 2009; Balducci et al., 2013; Miletic et al., 2013;
Rudrangi et al., 2015). A Beta-Ciclodextrina (3-CD) e a 2-Hidroxipropil-
Beta-Cliclodextrina (HP-B-CD) foram selecionadas.

Diferentes concentracdes de 3-CD ou HP-B-CD (0-16 mM
ou 0-144 mM respectivamente) na presenca de acido galico em excesso
(20 mg/ml) foram misturadas em agua e agitadas num agitador magnético
a temperatura ambiente durante 72 horas. Logo apés, todos os
preparados foram filtrados através de um filtro de membrana de 0,45 pm,
diluidas adequadamente e analisadas espectrofotometricamente para o
teor total de &cido galico dissolvido através de analise em UV a 260 nm
(espectrofotdbmetro Biotek® SynergyTM HT). O diagrama de solubilidade
de fase foi construido tracando concentracdes de acido gélico dissolvido
em funcdo da concentracéo de ciclodextrina. A eficiéncia de complexacéo
(CE) foi calculada a partir da inclinagdo da reta (slope) do diagrama de

fases descrito na equacédo descrita no trabalho de Loftsson et at. (2005).

CE= _ Slope
1-Slope

A partir da equacgédo 1, a proporcéo entre o acido galico as
ciclodextrinas (D: CD) foi obtido de acordo com outra equacéo descrita
em Loftsson et al. (2007).
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D: CD = 1: (1 + 1/CE)

4.7.2 Secagem por atomizacdo dos complexos de inclusao e detecc¢do do
percentual de acido galico

Efetuou-se a secagem da suspensdo por spray dryer
(Buchi Mini Spray Drying B290), em colaboracdo com o Laboratério de
Biociéncias e Tecnologia de Produtos Bioativos do Instituto de Biologia da
Unicamp. Utilizou-se os seguintes parametros: temperatura de entrada
igual a 120 °C, temperatura de saida igual a 70 'C, aspiracao igual a 80 %,
pump igual a 18 % e nozzle cleaner igual a 0.

Os complexos de inclusdo de &acido galico/CDs ou
FE/CDs foram obtidos na proporcdo de 1:1 molar. Para o preparo do
acido galico, HP-B-CD (5 g) foi disperso em 20 ml de agua para se obter
uma solucdo, enquanto que o &cido galico (0,616 g) foi dissolvido em 6 ml
de metanol. A solucdo metandlica foi adicionada lentamente a solucéo de
agua/HP-B-CD. Para o preparo do FE, considerou-se que esta contém a
concentracdo de 15 % de acido galico (dados demonstrados no relatério
anterior). Sendo assim HP-B-CD (0,5 g) foi disperso em 2 ml de agua para
se obter uma solucao, enquanto que a FE (0,41 g) foi dissolvido em 0,6
ml de metanol. As solug@es finais foram bombeada para dentro do spray-
dryer.

Apés secagem por atomizacdo, detectou-se a
porcentagem de Aacido gélico presente nas formulacdes Acido galico/ HP-
B-CD ou Fracéo Enriquecida/ HP-B-CD por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Para tanto, pesou-se amostra das formulagoes,
reconstitui-se em agua e manteve-se em agitacao por 4 e 24 horas a fim
de garantir um equilibrio entre &cido galico ou FE e HP-B-CD.
Determinou-se a porcentagem de acido galico (% AG) presente na

formulacéo segundo da seguinte equacao:
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%AG = (Cac X Végua/ mformulagéo) x 100

Nesta equacdo Cac € a concentracdo de 4cido galico
determinada por CLAE, Viua € 0 volume de agua utlizado para
reconstituir a formulacdo e Mimuacazo € @ massa total de formulagéo

utilizada.

4.7.3 Calorimetria diferencial de varredura

Realizou-se a calorimetria diferencial de varredura em um
equipamento DSC 2910 TA Instruments em colaboracdo com a Central
Analitica do Instituto de Quimica da Unicamp. Tal metodologia fornece
dados indicativos da formacdo do complexo de inclusdo. Amostras de
10mg dos complexos de inclusdo secos por atomizacdo de Acido galico/
HP-B-CD ou Fragdo Enriquecida/ HP-B-CD, das misturas fisicas (Acido
galico/ HP-B-CD ou Fracdo Enriquecida/ HP-B-CD desidratados na
mesma proporcéo) e de Acido géalico, FE e HP-B-CD separadamente
foram aquecidas a uma velocidade de 10 °C/minuto em uma faixa de 25
°C a 300 °C em atmosfera inerte.

4.7.4 Microscopia eletronica de varredura

As misturas fisicas de HP-B-CD/ acido galico ou FE bem
como os encapsulados HP-B-CD /acido galico ou FE foram fixadas, com o
auxilio de fita de carbono, em stubs de aluminio os quais foram

submetidos a metalizagcdo em ouro por 180 segundos. As amostras foram
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avaliadas em microscépio eletrdnico de varredura afim de verificar
possiveis mudancas na morfologia das substancias isoladas e em mistura
fisica com os complexos de inclusdo formados uma vez que essas
alteracdes morfolégicas também é indicativo da complexacao entre acido
gélico ou FE em HP-B-CD.

4.8 Avaliacdo da efetividade antifungica in vitro e in vivo e
citotoxicidade dos encapsulados

4.8.1 Avaliacao da efetividade antifingica in vitro

Os valores de CIM e CFM dos encapsulados de &acido
galico e FE com HP-B-CD para as amostras padrao de C. albicans ATCC
18804 e SC 5314 foram determinados utilizando protocolo anteriormente
cirtado (item 3.4.2). Para o tratamento de biofilmes seguiu-se o protocolo
conforme o item 3.4.3, com o0s encapsulados na concentracdo 4 vezes
CIM.

4.8.2 Avaliacdo da efetividade in vivo em modelo experimental de
candidose eritematosa em ratos

O encapsulado de acido galico foi utilizado para os
ensaios in vivo por meio de modelo em ratos de acordo com Nett et al.
(2010) e Okada et al. (2013) com algumas modificac¢des.

Foram utilizados 15 ratos (Rattus norvegicus Wistar),
machos com peso aproximado de 350 g (aproximadamente trés meses de

idade). Os ratos foram divididos nos seguintes grupos: Grupos
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encapsulado 1 (n=5): tratamento com &cido galico encapsulado
encapsulados na concentracdo de quatro vezes a CIM; Grupo controle
(n=5): tratamento com solucéo fisiologica NaCl 0,9 %; Grupo nistatina

(n=5): tratamento com solucédo de nistatina (100.000 Ul/ml).

4.8.2.1 Inoculacao

Foi realizada terapia antibiética com aztreonam (50 mg/kg
por via oral) 48 horas antes da inoculacéo para reduzir a colonizacao local
por bactérias entéricas, comum aos roedores devido a coprofagia
(ingestédo de fezes). Depois da antibioticoterapia, os animais foram
imunossuprimidos com prednisolona (100 mg/Kg peso corporal). A
imunosupressao foi mantida até antes da eutanasia, sempre realizada
com intervalo de 24 horas totalizando 5 imunossupressoes.

ApOs 24 horas da primeira imunosupresséo, suspensoes
de C. albicans ATCC 18804 (10° células/ml) foram inoculadas no palato
dos animais com auxilio de um swab esterilizado durante 3 minutos. Outra
inoculacao foi realizada 24 apés a primeira. Para a inoculacéo, os animais
foram anestesiados com solucdo aquosa a 2 % de cloridrato de 2-(2,6-
xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3 tiazina associada a ketamina base, na
propor¢cdo de 1:0,5 ml/100 g de peso do animal.Os animais foram
mantidos em condi¢des usuais de biotério com alimentacdo e agua ad
libitum.

Os animais foram examinados 24 horas antes do
tratamento para a pesquisa de sinais de inflamagdo ou secrecao
purulenta. Para o tratamento, todos os grupos receberam 100 pul da
substancia-teste, duas vezes ao dia (9 horas e 15 horas) durante 4 dias.
ApOs 0s respectivos tratamentos os ratos foram eutanasiados por dose

excessiva do anestésico previamente descrito.
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4.8.2.2 Analise histopatologica e quantificacéo de hifas

Os palatos foram removidos para exame histopatologico,
sendo estes materiais conservados em solugéo de formol a 10 % por 48
horas, incluidos em blocos de parafina para realizacdo de cortes em
micrétomo com espessura de 5 um. Os foram corados pelas técnicas de
Hematoxilina e Eosina (HE) e Acido periddico de Schiff (PAS).

Foram selecionadas 3 laminas com coloracédo de HE e
analisou-se o grau de inflamacdo da mucosa e seus aspectos, como
células inflamatdrias presentes e possiveis alteracbes na camada
epitelial. Nas laminas de PAS realizou-se a contagem do numero de hifas.
Para tal, foram selecionados dois cortes histoldgicos aleatoriamente e
analisados a partir de cada animal. Em cada corte histolégico, 21 campos
histol6gicos foram analisados no sentido antero-posterior em 42 campos
histoldgicos.

A presenca de levedura e hifas foi quantificado de acordo
com a metodologia de Junqueira et al. (2005) atribuindo os seguintes
scores para campos histoldgicos: 1, 1 a 5 leveduras / hifas; 2, de 6 a 15
de leveduras / hifas; 3, de 16 a 50 leveduras / hifas; e 4, mais de 50
leveduras / hifas. A mediana das pontuacdes obtidas a partir dos 42
campos histolégicos foi determinada por animal.

4.8.3 Avaliacao da citotoxicidade in vitro

As células ds linhagem Vero (fibroblasto-like de rins do
macaco-verde) foram cultivadas a 37 °C e atmosfera de 95 % de are 5 %
de CO, em meio de cultura de células Meio Eagle Modificado por

Dulbecco (DMEM) suplementado com 5 % de soro fetal de bovino
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inativado, 100 Ul/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina.
Suspensdes celulares em densidade de 6 x 10° / poco foram semadas em
microplaca de 96 pocos, seguindo-se incubacédo por 24 horas.

ApoOs esse periodo, o meio de cultura celular foi removido
e solucdes de acido gélico ou fragdo enriquecida em suas formas livres ou
encapsuladas preparadas em meio de cultura celular foram adicionadas.
Utilizou-se meio de cultura celular como controle negativo e gluconato de
clorexidina a 1,2 mg/ml dissolvido em meio de cultura celular como
controle positivo. As células com as solucdes tratamento foram incubadas
durante 24 horas.

Em seguida, o meio contendo as solucbes-teste foi
removido e adicionou-se um volume de 100 pl de 0,5 mg/ml de MTT e
incubou-se a placa por mais 4 horas. O ensaio colorimétrico com MTT
avalia a capacidade das células viaveis de converter MTT em cristais de
formazan (Riss et al., 2004), que apresentam uma coloracdo purpura
guando solubilizados em certos solventes. Mediram-se os valores de
absorbancia utillizando espectrofotdmetro  (Biotek Synergy™ HT,
Winooski, VT, EUA) a 570 nm como descrito por Mosmann (1983), com
ligeiras modificacdes. Apds 4 horas, a suspensédo formada foi removida e
adicionou-se DMSO a fim de dissolver os cristais de formazan.
Realizaram-se o0s experimentos duas ou trés vezes em triplicata. Os
percentuais de viabilidade celular foram classificados como nao citotoxico
(>90% de viabilidade celular), levemente citotéxico (60-90% de viabilidade
celular) moderadamente citotéxico (59-30% de viabilidade celular) e
severamente citotoxico (29-0% de viabilidade celular) sendo o controle
negativo considerado como 100 % de viabilidade celular (Sletten, Dahl,
1999).
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4.9 Andlise estatistica

Os dados obtidos nos ensaios foram analisados
estatisticamente com auxilio do programa GraphPad Prism versédo 6.01
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Foi realizado um teste de
normalidade da distribuicdo para empregar o teste mais adequado. O

nivel de significancia foi de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Screening inicial da atividade antifungica

Os resultados demonstraram que as duas fracdes mais
promissoras foram a acetonica e a hidroalcodlica sendo estas também as
gue deram melhor rendimento (2,6 e 0,13 gramas respectivamente). As
fracbes hexanica e diclorometanica ndo apresentaram atividade
antifangica contra C. albicans. Os halos de inibicdo para ambas variaram

entre 9 e 11 mm.

5.2 Caracterizacado do perfil quimico da fracdo enriquecida das folhas
de B. tomentosa

A andlise por ESI-MS (Figura 2) mostrou a presenca dos
compostos fendlicos utilizados no presente estudo: acido galico,

corilagina, vitexina e kaempferol, (-) epicatequina e acido elagico.
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Figura 2- Espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray (ESI-MS) da fracdo
acetbnica obtda de um extrato aquoso das folhas de B. tomentosa. (1)- acido galico; (2)
kaempferol; (3)- (-) epicatequina; (4)- acido elagico; (5)- vitexina; (6)- corilagina.

5.3 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracao fungicida minima (CFM) da fracédo enriquecida (FE) de
Buchenavia tomentosa e substancias isoladas

Dentre as moléculas fendlicas avaliadas, apenas o acido
galico apresentou atividade contra C. albicans. Desta forma, o &cido
galico foi selecionado para os estudos subsequentes. As CIMs para todas
as cepas de C. albicans variaram entre 5,0 e 0,625 mg/ml para o acido
galico e 2,5 e 0,019 mg/ml para FE. A CIMsp e CIMgy para o acido galico
foram respectivamente 2,5 e 5,0 mg/ml e para FE foi 0,625 mg/ml para

ambos. Nao houve valores de CFMs, pois o efeito das substancias foi
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fungistatico. Foram consideradas as CIMs para os demais estudos 2,5
mg/ml para FE e 5 mg/ml para AG.

5.4 Avaliagéo sobre fatores de viruléncia de Candida albicans

Para o tratamento do biofilme, foi selecionado o
encapsulado do acido galico/ HP-B-CD, pois FE n&o encapsulado
apresentou boa atividade anti-biofilme além de boa solubilidade em agua.
O grupo 4 vezes CIM de acido galico foi encapsulado em HP-3-CD, uma
vez que esta concentracdo (20 mg/ml) ndo é soluvel em agua. Observou-
se reducéao estatisticamente significativa entre os grupos tratados com FE
e 4cido galico em todas as concentracdes estudadas, com excecdo do
grupo tratado com acido galico 2 vezes a CIM no biofilme de 24 horas (p=
0,09).

Nos biofiimes de 24 horas tratados com FE nas
concentragdes de 2 e 4 vezes as CIM os resultados mostraram que houve
significante diminuicdo das contagens de UFC/amostra em relacdo ao
controle ndo tratado (p= 0,0001 e 0,0004, respectivamente). O mesmo
efeito foi observado para o grupo acido géalico encapsulado (p= 0,002).
Para os biofilmes de 48 horas, as analises também confirmaram
significativa reducdo de UFC/amostra em relacdo ao controle ndo tratado
(p <0,0001) nos tratamentos com FE e acido galico.

O encapsulado do acido galico (4 vezes CIM) foi mais
efetivo que ndo encapsulado (2 vezes CIM) para os biofilmes de 24 (p=
0,045) e 48 horas (p < 0,0001) sendo que em 48 horas ndo houve
diferenca acido gélico encapsulado e a anfotericina B (p= 0,08).

Ja em relacdo a formacdo do biofilme, observou-se
significativa reducao na formagéo do biofilme de C. albicans em 24 e 48
horas para FE (p= 0,005 e < 0,0001) e acido galico (p= 0,001 e < 0,0001).
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Entre os grupos, apenas em 48 horas o acido gélico se apresentou mais
efetivo do que FE (p= 0,04). Os resultados estao ilustrados nas figuras 3 e

4.
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Figura 3 - Influéncia da fracéo enriquecida em fendlicos (FE) e do &cido galico (AG) na
erradicacdo do biofime de Candida albicans. 2X MIC: duas vezes a concentracdo
inibitéria minima; 4X MIC: quatro vezes a concentragdo inibitéria minima; *
estatisticamente significante em relagdo ao controle; ** estatisticamente significante em
relagéo ao controle e a 2X MIC AG; Wilcoxon matched-pairs signed rank test.
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Figura 4 - Influéncia da fracdo enriquecida em fendlicos (FE) e do acido galico (AG) na
formagdo do biofilme de Candida albicans. 1/2 MIC: 50 % da concentragdo inibitoria
minima; Wilcoxon matched-pairs signed rank test.

Com relacdo a producdo de exoenzimas, todas as

amostras avaliadas foram positivas para a producdo de fosfolipase e
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proteinase. N&o foi observada redugcéo na producao das exoenzimas apoés
tratamentos com FE e &cido galico (Figura 5).
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Figura 5 - Influéncia da fracdo enriquecida em fendlicos (FE) e do acido gélico (AG) em
50 % da concentracdo inibitéria minima (1/2 MIC) sobre a producdo das exoenzimas
proteinase e fosfolipase em Candida albicans. Dunn's multiple comparisons test.

Os tratamentos tanto com FE quanto acido galico foram
eficazes na reducado da formacéao de hifas de C. albicans em relacéo ao
controle ndo tratado (Figura 6). Em relacédo ao controle sem tratamento,
0S grupos tratados com FE para as cepas ATCC 18804 apresentaram
para os periodos de 4 e 24 horas diminuicdo nas contagens de hifas (p=
0,009 e 0,01). Reducéo significativa também foi observada para a cepa
SC 5314 (p < 0,0001 para ambos os periodos avaliados).

No tratamento com &cido galico, também houve reducao
significativa da formacéo de hifas pela cepa SC 5314 nos dois periodos
estudados (p= 0,003 e 0,0005 respectivamente). Todavia, para a cepa
ATCC 18804, a diminuicdo significativa das hifas foi observada apenas
em 24 horas (p= 0,02).
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Figura 6 - Influéncia da fracdo enriquecida em fendlicos (FE) e do &cido galico (AG) na
producdo de hifas em Candida albicans ATCC 18804 e SC 5314; 1/2 MIC- 50 % da
concentracao inibitéria minima; Mann Whitney test.

A figura 7 mostra que os tratamentos, tanto com FE
quanto &cido gélico levaram a reducdo da aderéncia das cepas ATCC
18804 e SC 5314 (p < 0,0001) de C. albicans nas células do epitélio
bucal. A aderéncia da cepa 18804 foi menor apds o tratamento com FE

em comparacao ao acido galico (p= 0,01).
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Figura 7- Influéncia da fragdo enriquecida em fendlicos (FE) e do acido galico (AG) na
adesd@o de Candida albicans ATCC 18804 e SC 5314 as células epitelias bucais; *
estatisticamente significante em relacdo ao controle; 1/2 MIC: 50 % da concentragédo
inibitéria minima; Mann Whitney test.
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Com relacéo aos genes da familia SAP, observou-se que
houve diminuigdo na expressao de SAP 2 nos biofilmes tratados com
acido galico (p= 0,01) e aumento na expressao de SAP 6 (p= 0,04), em
relacdo ao grupo nao tratado.

Para FE, houve aumento na expressdo de SAP 2 (p=
0,01). A diminuicdo da expresséao de SAP 4 com relacdo ao controle néo
tratado foi observada no grupo fluconazol (p= 0,04). Na associacdo do
fluconazol com FE, a expressédo de SAP 4 foi reduzida em comparacao ao
grupo nao tratado (p= 0,001) e tratado com fluconazol (p= 0,005). Para
SAP 6, a diminuicdo da expressédo em relagédo ao controle nédo tratado foi
observada no grupo tratado com fluconazol (p= 0,001) e em sua
associacdo com FE (p= 0,002) e acido galico (p= 0,001). A associacdo de
FE e fluconazol também diminuiu a associacdo de SAP 6 em relacdo ao
grupo fluconazol (p= 0,005).

Em relacdo ao controle ndo tratado, houve aumento na
expressdo de ALS3 para FE (p= 0,01), e diminuicdo com fluconazol
associado a FE (p= 0,03) e acido galico (p= 0,01). J& em compara¢ao ao
fluconazol, apenas sua associacdo com FE diminuiu a expressdo de
ALS3. Apenas o fluconazol com FE (p= 0,01) e &cido gélico (p= 0,03) foi
capaz de diminuir a expressdao de HWP1 em relacdo ao controle nao
tratado. Ja em relacdo ao fluconazol, apenas fluconazol associado a FE
demonstrou esta supressdo na expressdo de HWP1 (p= 0,001). Os

resultados estéo ilustrados na figura 8.
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Figura 8 - Resultado da expressao dos genes de viruléncia em biofilmes de 24 horas:
*Aumento da expressdo em relagcdo ao controle; T Diminuicdo da expressao em relacéo
ao controle; SC: Candida albicans SC 5314; Control: ndo tratado; AG: acido galico; FE:
Fracdo enriquecida em fendlicos; Fluco: Fluconazol; F+AE: Fluconazol com a fragao
enriquecida em fendlicos; F+AG: Fluconazol com &cido galico; v Diminuicdo da
expressdo em relacdo ao fluconazol.

5.5 Obtencdo e caracterizacdo quimica do encapsulado

O perfil do diagrama de fase do complexo acido galico/p-
CD indicou que a complexacao reduziu a solubilidade do acido galico
(Figura 9). Ao contrério, na formacédo do complexo acido galico/HP- 3-CD,
0 aumento concentracado de HP-3-CD propiciou uma maior solubilidade do
acido galico. Baseado nesses resultados, as avaliacbes subsequentes

foram realizadas apenas com formulacfes de acido galico/HP-B-CD.
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Figura 9- Diagrama de fase do perfil de solubilidade do acido galico em ciclodextrinas; A:
- ciclodextrina; B: 2-Hidroxipropil- B-ciclodextrina; Conc.: Concentragéo.

Apoés a secagem, o rendimento final foi de 87 % para a
formulacdo de &cido galico/ HP-B-CD e de 75 % para a fracao
enriquecida/ HP-B-CD. A andlise por CLAE demonstrou que o percentual
de acido galico presente nas formulag6es acido géalico/ HP-B-CD e de FE/
HP-B3-CD foi de 10,05 £ 2 % e de 0.034 + 0,0025 % respectivamente.

Os perfis calorimétricos das substancias isoladas
apresentadas no DSC, bem como as alteracbes morfologicas
apresentadas no MEV, das misturas fisicas e dos encapsulados indicam

gue houve o encapsulamento das substancias (Figuras 10 e 11).
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Figura 10- Calorimetria diferencial de varredura da fracdo enriquecida em fendlicos (FE)
e &cido galico e 2-Hidroxipropil- B-ciclodextrina (HP) isolados, em mistura fisica (MF)
com FE e acido gdlico (FE+tHP MF e HP+AG MF respectivamente) e FE e AG
encapsulados em HP (FE+HP e AG+HP respectivamente)
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Figura 11 - Microscopia eletrbnica de varredura de 2-Hidroxipropil-Beta-Cliclodextrina
(HP-B-CD) e fracdo enriquecida em fendlicos (FE) e acido galico; A: FE; B: Mistura fisica;
setas: particula de HP-B-CD (circular) e FE (cristal); C: Encapsulado: predominio de
alteracdo morfolégica das particulas de HP-B-CD e auséncia de cristais de FE; D: acido
galico; E: Mistura fisica; setas: particula de HP-B3-CD (circular) e acido galico (cristal); F:
Encapsulado; predominio de alteragdo morfoldgica das particulas de HP-3-CD.

5.6 Avaliacdo da efetividade antifungica in vitro e in vivo dos
encapsulados

Os valores de CIM obtidos para o acido galico
encapsulado frente as cepas C. albicans ATCC 18804 e SC 5314 foram
as mesmas obtidas para a molécula ndo encapsulada (0,625 e 1,25
mg/ml respectivamente). Para a FE, o valor da CIM do encapsulado foi
2,5 mg/ml, sendo o equivalente de acido galico foi de 0,0009 mg/ml para

ambas cepas de C. albicans.
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Apés os tratamentos com AG encapsulado e a nistatina
foi possivel perceber uma melhora clinica visual dos palatos que
continham lesdes eritematosas provavelmente causadas por C. albicans
(Figura 12). Todavia, nas laminas coradas com PAS ndo foram
observadas presenca significativa de leveduras ou hifas nem mesmo no
controle. No grupo controle, a andlise histopatologica das mucosas
coradas por HE demonstraram areas de hiperqueratinizacdo e areas de
degeneracéo hidropica, com moderado infiltrado inflamatério crénico. No
grupo tratado com AG encapsulado, o tecido apresentou leve infiltrado
inflamatoério crébnico com &reas de hiperqueratose e exocitose. JA no
grupo nistatina, nao foi observado infiltrado inflamatorio ou
hiperqueratose. A figura 13 ilustra a mucosa do palato dos grupos

estudados, corada em HE.

Figura 12- Aspecto clinico do palato de ratos (Rattus norvegicus- Wistar). (A) Antes da
inducdo da candidose eritematosa; (B) Apos indugdo de candidose eritematosa; (C)
Ap6s 4 dias de tratamento com acido gdlico encapsulado (20 mg/ml); apds 4 dias de
tratamento com nistatina (100.000 Ul).
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Figura 13 - Fotomicrografia da mucosa palatal (coloragdo HE) dos animais do grupo
Controle: Aumento de 200x (A) e 400x (B); Grupo Acido galico: Aumento de 200x (C) e
400x (D); Grupo Nistatina: Aumento de 200x (E) e 400x (F).

5.7 Teste de citotoxicidade

A citotoxicidade para AG e FE, nas formas livres ou
encapsuladas foi moderada. Observou-se viabilidade celular da linhagem
celular Vero de aproximadamente 30 % apds tratamento com acido galico
na Concentracdo Inibitéria Minima de 5 mg/ml. Ndo houve diferenca
significativa da viabilidade celular apos tratamento com o acido gélico em
sua forma livre ou complexada (p= 0,70). Para a fracdo enriquecida, a
viabilidade foi em torno de 40 % na CIM de 2,5 mg/ml. Também nao
houve diferenca estatisticamente significante da FE na sua forma livre ou
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complexada (p= 0,85). A viabilidade celular para o gluconato de

clorexidina a 1,2 mg/ml (Periogard®) foi de 0 %. A figura 14 ilustra os
resultados.
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Figura 14 — Citotoxicidade do acido galico (AG) e da fracdo enriquecida (FE) em suas
formas livres e complexadas com HPBCD.



6 DISCUSSAO

A analise por ESI-MS demonstrou perfil bastante
semelhante ao relatado anteriormente por Teodoro et al. (2015) que
também encontraram as moleculas acido galico, vetixina, corilagina,
kaempferol, (-) epicatequina e &cido elagico em extrato aquoso das folhas
de B. tomentosa.

Os bons rendimentos na extracgdo bem como boa
atividade anti-Candida albicans do extrato acetbnico de B. tomentosa
estdo de acordo com dados anteriores de observados em extratos
acetdnicos de outras plantas da familia Combretaceae (Masoko et al.,
2005, 2007). A extracdo acetdnica obtida neste estudo provavelmente
concentrou os componentes fendlicos anteriormente descritos e que
novamente foram encontrados pela andlise de ESI-MS, o que
possivelmente melhorou os valores de CIMsp e CIMgg frente as cepas de
C. albicans (Teodoro et al., 2015).

A promissora atividade anti-biofilme de C. albicans do
acido galico encapsulado demonstrada no presente estudo ainda nao teve
sua atividade encontrada na literatura cientifica. Entretanto, outros
trabalhos j& comprovaram anteriormente a atividade do acido galico livre
(Wang et al., 2009; Alves et al.,, 2014). No entanto, estudos anteriores
utilizaram apenas cepas de referéncia. O presente estudo objetivou incluir
cepas clinicas para avaliar a variacao intra-espécie de resposta.

Relatos anteriores da influéncia do &cido gélico na
morfogénese de C. albicans também nao foram detectados na literatura.
Todavia, muitos trabalhos relataram esta influéncia a partir de outras
moléculas fendlicas (He et al., 2007; Pinto et al., 2009; Messie, Grenier,

2011; Zhang et al.,, 2011) inclusive de derivados de outros acidos
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fendlicos (Sung, Lee, 2010). De forma similar, a influéncia do &cido galico
na aderéncia de C. albicans ainda nado foi relatada, apesar de outros
fendlicos ja terem apresentado interferéncia neste importante fator de
viruléncia (Feldman et al., 2012; Rane et al., 2014; Shahzad et al., 2014).
A nao influéncia do &cido galico na producdo de exoenzimas por C.
albicans discorda de Gabriela et al. (2014) que verificou tal influéncia no
tratamento com outros compostos fenolicos. Entretanto, corrobora com o
estudo de Li et al. (2001) que também né&o encontrou influéncia de acido
galico na diminui¢do da producéo de proteinases por C. albicans.

O extrato de B. tomentosa foi capaz de inibir a formacao
de biofilme de C. albicans em concentracdo de 1/2 CIM. Resultado similar
foi observado por Capoci et al. (2015) que observou efeito semelhante em
1/2 CIM de extrato de prépolis que também continha acido gélico. A
influéncia na morfogénese e nao influéncia na producdo de exoenzimas
por C. albicans de extratos naturais (Gabriela et al., 2014) estdo de
acordo com os resultados deste estudo. Porém, ndo foi detectado na
literatura nenhum estudo realizado sobre a atividade anti-biofilme ou outro
fator de viruléncia de Candida spp. com extratos de espécies de
Buchenavia ou outra planta da familia Combretaceae.

Os resultados demonstraram que a diminuicdo da
expressdo dos genes estudados foi melhor efetiva quando houve
associacdo do acido gélico ou FE com o fluconazol. Tais resultados
discordam de Cheng et al. (2009) e Li et al. (2012) que encontram
diminuicdo da expressdo de ALS3 e HWP1 no tratamento de biofilmes de
C. albicans com o fendlico ricardina D ndo combinado com outro
antifngico. Entretanto, concordam com o0s outros estudos que
observaram diminuicdo na expressdo de genes referentes a resisténcia
ao fluconazol quando moléculas fendlicas estdo em sinergismo com este
antifangico (Guo et al., 2009; Ahmad et al., 2013; Zhu et al., 2014). O
estimulo da producéo de farnesol via estimulo do gene Dpps foi verificado

apos tratamento com o fendlico bisbibenzil (Zhang et al., 2011). Sendo o
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farnesol um inibidor de formagéao de hifas, futuramente tal influéncia de FE
e do &cido galico poderiam ser verificadas, ja que ambos tiveram acao na
diminuicdo da formagéao de hifas por C. albicans.

A HP-B-CD foi capaz de aumentar a solubilidade do acido
galico em agua, o que nao foi observado para -CD. No presente estudo,
a melhor atividade do acido galico encapsulado com HP-B-CD esta de
acordo (Loftsson et al., 2005), que descreve que esta ciclodextrina tem
sido eficiente para o encapsulamento e consequentemente melhora da
solubilidade de diversas substancias. Entretanto, existem outras
moléculas que foram bem encapsuladas em (3-CD (Loftsson, Brewster,
2010). Além disso, por uma técnica de microencapsulamento diferente da
usada neste estudo, da Rosa et al. (2013) obteve bom encapsulamento
do acido galico em B-CD. As mudancas morfolégicas observadas nas
andlises de MEV bem como os diferentes perfis calorimétricos observados
na calorimetria diferencial de varredura sdo aceitas como indicio de
encapsulamento. Tais mudancas observadas nestes dois parametros no
presente estudo foram também observadas Olga et al. (2015) também no
encapsulamento de &cido gélico com HP-B-CD. Entretanto apesar da
literatura relatar o encapsulamento do acido galico com ciclodextrinas e
atividade anti-biofilme por Candida spp. para &acido galico e compostos
que os contenha (Alves et al.,, 2014; Capoci et al.,, 2015), nao foi
detectado estudo anterior que tenha avaliado o efeito do &acido galico
encapsulado com ciclodextrinas sobre biofilmes de Candida.

Considerando as CIMs pré-determinadas de AG (5 mg/ml)
e de FE (2,5 mg/ml), O &cido galico, mostrou-se no limite entre a
toxicidade moderada e severa de acordo com Sletten e Dahl (1999). O
presente resultado esta de acordo trabalhos anteriores que demonstraram
viabilidades celulares semelhantes em concentracdes de &cido galico
entre 1 e 5 mg/ml (de Paula et al., 2014; Pinho et al., 2014). A fracao
enriquecida (FE) apresentou uma citotoxicidade moderada, resultado que

discorda com Teodoro et al. (2015) que observaram leve citotoxicidade
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(cerca de 60% de viabilidade celular) na presenca de um extrato aquoso
das folhas de B.tomentosa. No tratamento das células com o gluconato de
clorexidina a 1,2 mg/ml (controle positivo), a viabilidade celular foi de 0%.
Mesmo assim, esta substancia € amplamente utilizada, de forma topica,
para controle de infecgbes bucais (Mhaske et al., 2012), inclusive na
candidose eritematosa associada a estomatite protética (Salim et al.,
2012). Da mesma maneira, AG e FE podem ser sugeridos como possiveis
alternativas para o controle da candidose eritematosa associada ao uso
de prétese, pois foram menos citotoxicas que a clorexidina.

Apesar de possibilidade de produtos encapsulados
apresentarem menor citotoxicidade (Tiwari et al., 2010), o presente estudo
nao observou tal efeito nem para o AG nem para a FE.

A adaptacdo da metodologia da indugcéo da candidose no
palato dos animais demonstrou-se a principio suficiente para
estabelecimento da leséo, entretanto a ndo observacdo da presenca de
leveduras ou hifas no palato dos animais, apesar das aparentes lesées

eritematosas, inspiram novos estudos para adequacdo metodoldgica.



7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que
dentre as diversas fracdes obtidas a partir de um extrato aquoso das
folhas de B. tomentosa, a fracdo acetonica foi a mais efetiva contra cepas
padréo e isolados de candidose eritematosa de C. albicans. Além disso,
foi possivel observar a presenca das moléculas fendlicas com potencial
antifangico previamente descrito na analise da FE por ESI-MS. Destas
moléculas estudadas, 0 acido galico demonstrou ser a mais promissora
contra C. albicans. Tanto FE quanto o acido galico foram eficazes no
controle dos fatores de viruléncia de C. albicans, com excecdo da
expressdo de exoenzimas. Foi possivel encapsulamento em HP-3-CD
tanto da FE quanto o acido galico. Todavia, como o efeito da FE nao
encapsulada foi suficiente para controlar o biofilme e as concentracdes 2
e 4 vezes a CIM para esta substancia eram sollveis em agua, a acdo
anti-biofilme foram testadas para o acido galico 4 vezes CIM,
concentracéo ja insolluvel em agua (20 mg/ml). A citotoxicidade para o AG
e FE, encapsulado ou néo, foi moderada. Com o tratamento dos animais
com AG encapsulado e nistatina, observou-se melhora clinica da

candidose eritematosa induzida nos ratos.
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