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RESUMO

RESUMO

Os fitoterapicos tém apresentado resultados surpreendentes no tratamento de doengas cronicas,
principalmente do trato digestorio (Ulceras gastricas e duodenais, colite ulcerativa e doenga de Crohn),
diabetes e cancer. A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos - PNPMF (Ministério da
Saude - MS) propbe o estudo de diversas espécies vegetais, dentre estas, plantas do género
Astronium (Anacardiaceae), que retine espécies como Astronium fraxinifolium, Astronium graveolens e
Astronium  urundeuva, com propriedades anti-inflamatéria, antiulcerogénica, cicatrizante e
antimicrobiana. Nesse contexto, a inclusao da tecnologia no aprimoramento de plantas medicinais deve
ser estimulada ja que a estratégia de incorporagéo de extratos vegetais em sistemas nanoestruturados
tem otimizado suas propriedades. A atividade antimicrobiana dos extratos incorporados ou ndo em
sistemas nanoestruturados foi avaliada pela técnica de microdiluicdo frente aos micro-organismos
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella setubal (ATCC
19196), Helicobacter pylori (ATCC 43504) e Candida albicans (ATCC 18804). Os extratos vegetais
foram testados nas concentragbes de 1000 a 7,81 pg/mL e como controle foram utilizados a
amoxicilina (100 pg/mL) para H. pylori; a ampicilina (50 pg/mL) para as demais bactérias, e a
anfotericina B (32 pg/mL) e fluconazol (256 ug/mL) para C. albicans. Apos incubagéo a 37 °C/72 horas
sob condi¢do de microaerofilia para H. pylori; 37 °C/24 horas para as demais bactérias e 37 °C/48
horas para a levedura, foram realizadas as leituras espectrofotométrica e visual, com os reveladores
resazurina 0,01% (bactérias), e cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio 2% - TTC (levedura) para a
determinagdo da concentragdo inibitria minima (CIM). A incorporagéo foi feita em um sistema
nanoestruturado constituido por 10% de fase oleosa (colesterol), 10% de tensoativo [polioxietileno 20-
cetil éter (Brij 58®) e fosfatidilcolina de soja] e 80% de fase aquosa (tampédo fosfato pH=7.4) e
preparado por sonica¢do (amplitude de 15%; poténcia 700 watts). Além disso, o extrato de Astronium
sp que apresentou melhor atividade antimicrobiana e maior indice de seletividade (IS), calculado
através dos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade (ICsp), foi submetido a um modelo
experimental in vivo de candidiase vulvovaginal (CVV). Dos extratos néo incorporados, somente duas
espécies apresentaram atividade antimicrobiana: o da folha de A. graveolens (CIM 250 ug/mL) apenas
frente a S. aureus, e o da folha de A. urundeuva contra S. aureus e C. albicans, com CIMs de 125
Mg/mL. Ap6s incorporagéo, apenas os extratos do caule e das folhas da espécie A. fraxinifolium, que
nao haviam apresentado atividade (CIM>1000 ug/mL) modificaram sua atividade frente a S. aureus
com CIMs de 500 e 1000 pg/mL, respectivamente. Os extratos testados contra as demais bactérias
nao foram ativos mesmo ap6s sua incorporagdo no sistema nanoestruturado. Em relagéo a C. albicans,
os extratos de caule e folha de todas as espécies de Astronium sp, que também ndo haviam
apresentado atividade (CIM>1000 pg/mL), tiveram sua atividade potencializada: os do caule das trés
espécies passaram a apresentar CIMs de 62,5 pg/mL; os das folhas de A. fraxinifolium e A.
graveolens, passaram a apresentar CIMs de 250 e 125 ug/mL, respectivamente; e o da folha de A.
urundeuva, que ja havia apresentado CIM de 125 pg/mL, teve sua atividade ainda mais potencializada
para 15,62 pg/mL. Em geral, os extratos incorporados mostraram maior seletividade em relagao aos
nao incorporados, especialmente para o extrato incorporado (IS=64,02) das folhas de A. urundeuva
(AUF), que foi aproximadamente 15 vezes mais seletivo em relagdo ao extrato ndo incorporado
(IS=4,28) para C. albicans. Os resultados do ensaio in vivo mostraram que AUF incorporado foi mais
efetivo do que AUF né&o incorporado e até mesmo do que o controle positivo (anfotericina B). Os
resultados demonstram que a incorporagdo dos extratos de Astronium sp no sistema nanoestruturado
desenvolvido foi capaz de potencializar mais a atividade antifingica do que antibacteriana e que tais
extratos, principalmente o das folhas de A. urundeuva, podem futuramente ser candidatos antifingicos
promissores carreados via microemulsdo (ME), promovendo o desenvolvimento de uma alternativa
terapéutica eficaz com doses menores e mais efetivas.

Palavras-chave: Anacardiaceae, Astronium sp, atividade antimicrobiana, microdilui¢do, sistema lipidico
nanoestruturado.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Herbal medicines have shown amazing results for the treatment of chronic diseases, especially the
ones of the digestive tract (gastric and duodenal ulcers, ulcerative colitis and Crohn's disease), diabetes
and cancer. The National Policy of Medicinal Plants and Herbal Medicines (Ministry of Health) proposes
the study of several plant species, including plants containing the genus Astronium (Anacardiaceae) that
includes species such as A. fraxinifolium, A. graveolens and A. urundeuva, which comprise anti-
inflammatory, anti-ulcerogenic, healing and antimicrobial properties. In this context, the inclusion of
technology in the improvement of medicinal plants should be encouraged since the strategy to
incorporate plant extracts in nanostructured systems has optimized their properties. The antimicrobial
activity of the extracts, which were incorporated or not into nanostructured systems, was evaluated by
microdilution technique for the microorganisms Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Salmonella setubal (ATCC 19196), Helicobacter pylori (ATCC 43504) and Candida
albicans (ATCC 18804). The plant extracts were tested at concentrations from 1000 to 7.81 pg/mL, and
the following medications were used to check in order to see if they will work with each type of
microorganisms: amoxicillin (100 pg/mL) for H. pylori; ampicillin (50 pg/mL) for the other bacteria,
amphotericin B (32 pg/mL) and fluconazole (256 pg/mL) for C. albicans. After the incubation at 37
°C/72 hours under microaerophilic condition for H. pylori; 37 °C/24 hours for the other bacteria and 37
°C/48 hours for the yeast, spectrophotometric and visual readings were performed, with the developers
0.01% resazurin (bacteria) and 2% 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride in order to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC). The incorporation was prepared into a nanostructured system
comprising 10% oil phase (cholesterol), 10% surfactant [polyoxyethylene 20-cetyl ether (Brij 58®), soya
phosphatidylcholine] and 80% aqueous phase (phosphate buffered saline pH=7.4) and prepared by
sonication (amplitude of 15%, power 700 watts). In addition, the Astronium sp extract that showed the
best antimicrobial activity and the highest selectivity index (SI), which was obtained by the cytotoxicity
assay (ICso), was submitted to an in vivo experimental model of vulvovaginal candidiasis (VVC). From
the extracts unincorporated, only two species showed antimicrobial activity: one from the leaves of A.
graveolens (MIC 250 pg/mL) against S. aureus only; and the leaves of A. urundeuva against S. aureus
and C. albicans, with MICs of 125 pg/mL. After the incorporation, only the stalk and leaves extracts of
A. fraxinifolium that were not active (MIC>1000 ug/mL), changed their activity against S. aureus to 500
and 1000 ug/mL, respectively. The other extracts tested against other bacteria were not effective even
after their incorporation into nanostructured system. Regarding the yeast C. albicans, stalk and leaf
extracts from all species of Astronium sp, which also were not active (MIC>1000 ug/mL), had their
activity enhanced: the stalk of the three ones showed MICs of 62.5 pg/mL; the leaves of A. fraxinifolium
and A. graveolens respectively showed MICs of 250 e 125 pg/mL; and the leaves of A. urundeuva, that
had already showed MIC of 125 ug/mL, had the activity even more enhanced to 15.62 pg/mL. In
general, incorporated extracts also showed a higher selectivity than the unincorporated ones, especially
for the incorporated extract (S1=64.02) of A. urundeuva leaves that was around 15 times more selective
than the extract alone (S1=4.28) against C. albicans. In vivo assays dates showed that the nanostructure
incorporated extract of A. urundeuva leaves was more effective than both the unincorporated extract
and the antifungal positive control (amphotericin B). These results prove that the incorporation of
extracts of Astronium sp into this nanostructured system was more effective against the yeast than the
bacteria, and these extracts, especially the one from the leaves of A. urunudeva, can be further
promising antifungal candidates when carried by microemulsion, encouraging the development of an
effective therapeutic alternative with lower and more effective doses.

Key-words: Anacardiaceae, Astronium sp, antimicrobial activity, microdilution, nanostructured lipid
system.
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1. INTRODUCAO

1.1, Doengas infecciosas

Doencas infecciosas sdo as causadas por micro-organismos patogénicos ou oportunistas,
como bactérias, virus, parasitas ou fungos e que podem ser transmitidas direta ou indiretamente de
uma pessoa para outra (WHO, 2013a). As infec¢des classificam-se na atualidade como um problema
de saude publica, desencadeando uma série de manifestagdes clinicas patogénicas que causam
diversos efeitos deletérios a salide do homem e levando muitas vezes ao 6bito do paciente (BATISTA
etal., 2010).

Em todo o mundo, a morte por doengas infecciosas chega a quase nove milhdes de pessoas
por ano, atingindo principalmente criangas menores de cinco anos (WHO, 2013b). Em diversos paises
de baixa renda, as mortes por doencgas infecciosas, incluindo infecgdes respiratdrias, Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS), doencgas diarreicas, malaria e tuberculose, sdo predominantes e
responsaveis por quase um tergo de todas as mortes (WHO, 2013c). Atualmente, em diversos paises,
incluindo até mesmo os mais desenvolvidos, a morte por doengas infecciosas ainda € motivo de
preocupacao mundial, principalmente quando se diz respeito ao crescente numero de cepas
microbianas resistentes a diversos farmacos (BIBI et al., 2011).

O alto indice de emergéncia de diversos patégenos e sua rapida propagagéo tem causado um
impacto extremamente significante na saude bem como na economia global (JONES et al., 2008).
Diante do dindmico processo evolucionario dos agentes patogénicos, a lista de doencas infecciosas

esta sempre se renovando e crescendo (FAUCI e MORENS, 2012).

1.2. Micro-organismos

1.2.1. Bactérias

1.2.1.1.  Escherichia coli (E. coli)

A bactéria E. coli (Enterobacteriaceae) ¢ um bacilo gram-negativo de tamanho médio (0,5 pm
de didmetro e 1,0 - 3,0 ym de comprimento), méveis com flagelos peritricos e ndo formadores de
esporos, Figura 1 (TORTORA et al., 2012). Poucas horas ap6s 0 nascimento, a E. coli ja coloniza o
trato gastrointestinal de seres humanos (KAPER et al., 2004).

Considerado o micro-organismo anaerdbio facultativo mais abundante no colon e nas fezes dos
seres humanos e outros animais de sangue quente, a E. coli € a mais comum e importante dentre as

sete espécies que compde o género Escherichia, diferentemente dos outros dois principais patégenos
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intestinais, a Salmonella e a Shigella, essa bactéria é fermentadora de lactose. Além disso, a E coli
apresenta trés antigenos essenciais no seu processo de identificagdo: o O (de parede celular); o H
(flagelar); e o K (capsular). Uma vez que existem mais de 150 antigenos O, 50 H, 90 K, as varias
combinagdes resultam em mais de 1000 tipos antigénicos de E. coli (LENVINSON, 2010).

Embora alguns sorotipos de E. coli sejam considerados comensais para humanos e animais,
ou seja, capazes de colonizar sem que ocorra o desenvolvimento de alguma doenga, outros estdo
associados a diversas patologias, podendo ocasionar casos clinicos severos, desde meningite até
infeccdes do trato urinério e diarreia (LAW et al., 2013; SHARIFF et al., 2013). Esses sorotipos
considerados altamente adaptados adquiriram fatores de viruléncia especificos, os quais conferem uma
melhor habilidade de adaptagéo de novos locais, permitindo ampliar ainda mais o espectro de doengas

causadas por este micro-organismo (KAPER et al., 2004).

Figura 1. Microscopia eletrénica de varredura de E. coli ampliado 4000 vezes.

= A

o ,..:" 35 y "~£
e %

Fonte: Science Photo Library, 2013a.

Considerada a causa mais comum de infecgdo do trato urinério e sépsis associada a bacilos
gram-negativos, esta bactéria também é uma das duas principais causas de meningite neonatal e da
diarreia do viajante, uma diarreia aquosa adquirida pela ingestao de alimentos ou agua contaminados
por fezes humanas. A meningite neonatal é adquirida durante o nascimento através do canal do parto
materno. Determinadas cepas causam infecgdo intestinal por diferentes mecanismos: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC) e E. coli enteroinvasora (EIEC) (RASKO et al., 2011; LENVINSON, 2010;
FREMAUX et al., 2008).
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Incluindo tanto humanos quanto animais em seu reservatorio, essa bactéria possui diversos
fatores de viruléncia, dentre eles: os pili, endotoxina, e exotoxinas (enterotoxinas), causadoras de
diarreia aquosa e diarreia sanguinolenta e sindrome hemolitica-urémica (FREMAUX et al., 2008).

A infeccdo do trato intestinal primeiramente ocorre através da projecéo dos pili da superficie
bacteriana a fim de garantir a adeséo do organismo as células do jejuno e ileo. Depois de aderidas, as
bactérias passam a sintetizar enterotoxinas (exotoxinas atuantes no trato intestinal), que agem sobre as
células do jejuno e ileo e causam diarreia. As linhagens produtoras de enterotoxina ndo invadem a
mucosa intestinal, ndo causam inflamag&o e causam diarreia aquosa n&o sanguinolenta. Entretanto,
outras linhagens de E. coli sé&o enteropatogénicas (enteroinvasivas) e causam doenga néo pela
formacao de enterotoxina, mas sim através da invaséo do epitélio do intestino grosso, podendo levar a
diarreia sanguinolenta (disenteria) acompanhada por células inflamatérias (neutréfilos) nas fezes
(CROXEN e FINLAY, 2012). Determinadas linhagens enterohemorragicas de E. coli (0157:H7) também
causam diarreia sanguinolenta por produzirem uma exotoxina denominada verotoxina, assim
denominada por ser toxica as células VERO em cultura e também as células de revestimento do colon.
A EPEC é considerada a principal causa de diarreia aquosa e potencialmente fatal em criangas,
enquanto que a EHEC causa diarreia ainda mais grave, provocando uma variedade de sintomas que
variam desde gastroenterite aguda como até mesmo sindrome hemolitica-urémica (LAW et al., 2013).

O trato urinario esta entre os lugares mais comuns de infecgdo bacteriana, sendo a E. coli
uropatogénica considerada o maior responsavel por infecgdes neste local (KAPER et al., 2004). As
linhagens uropatogénicas causam preferencialmente infec¢des do trato urinario e caracterizam-se pela
presenca de proteinas adesinas nos pili que se ligam a receptores especificos do epitélio do trato
urinario. A motilidade apresentada por este patdgeno € essencial em sua ascensdo até a bexiga
através da uretra, bem como até o rim através do ureter (JACOBSEN et al., 2008).

O tratamento de infecgdes por esta bactéria depende do local atingido e do grau de resisténcia
do isolado especifico. Alguns antibiéticos como, sulfonamidas, trimpetoprim, ampicilina e cloranfenicol
frequentemente apresentam um maior grau de resisténcia em relagdo a ciprofloxacina. Embora a
administragéo de trimetoprim-sulfametoxazol ou loperamida possa diminuir a duragéo dos sintomas, a
terapia antibi6tica usualmente néo é indicada para doencas diarreicas causadas por E. coli, sendo mais

tipicamente indicado apenas a reidratagcdo (ROGERS et al., 2011).

1.2.1.2.  Staphylococcus aureus (S. aureus)
O género Staphylococcus (Micrococcae) possui 33 espécies, das quais 17 podem ser isoladas
de amostras biolégicas humanas. Faz parte da microbiota normal da pele humana e de outros sitios
anatdmicos. Ao contrario dos estreptococos, os estafilococos séo produtores de catalase, considerada
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um importante fator de viruléncia e essencial no processo de identificacdo, uma vez que transforma o
peroxido de oxigénio (H202) em agua e oxigénio inofensivos. A espécie de maior interesse médico,
principaimente em ambiente nosocomial, € o S. aureus. S& cocos gram-positivos, com
aproximadamente 0,5 a 1,5 ym de didmetro, imoveis, ndo esporulados e geralmente néo encapsulados.
Podem ser microscopicamente encontrados na forma isolada, aos pares, em cadeias curtas ou até
mesmo em agrupamentos irregulares, semelhante a um cacho de uvas (Figura 2). As cepas de S.
aureus crescem em meios comuns, caldo ou agar simples, pH=7, a temperatura 6tima de 37 °C, e
formam col6nias arredondadas, lisas e brilhantes apds 24 horas de incubagéo, desde acinzentadas até
amarelas ouro. A capacidade hemolitica possibilita 0 desenvolvimento de um halo de hemdlise ao redor
das col6nias formadas em placas de agar sangue (AS), enquanto que a capacidade de fermentar o
manitol garante a producdo do acido latico, observada no &gar manitol-sal, um meio seletivo e
essencial no processo de identificacdo dessa espécie. S. aureus se distingue das demais espécies
principalmente pela produgédo de coagulase, enzima que provoca a coagulagdo do plasma por ativar a
protrombina, originando a trombina, que catalisa a ativagéo de fibrinogénio e origina o coagulo de
fibrina (BASTOS et al., 2013).

Figura 2. Microscopia eletronica de varredura de S. aureus ampliado 4000 vezes.

Fonte: Science Photo Library, 2013b.

Sendo o homem considerado seu principal reservatorio, esta presente em diversas partes do
corpo, tais como fossas nasais, garganta, intestinos e pele, sendo as narinas consideradas o maior sitio
de colonizagéo, com prevaléncia de aproximadamente 40% na populagao adulta, podendo ser ainda
maior dentro de hospitais (GRUNDMANN et al., 2010). Apesar da diversidade de quadros clinicos, trés
tipos sdo principais: as infecgbes superficiais, como abscessos cuténeos e feridas; as infecgdes

sistémicas, como bacteremia, endocardite, osteomielite, artrite, miosite tropical e pneumonia, e 0s
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quadros toxicos, como sindrome do choque toxico, sindrome da pele escaldada e a intoxicagao
alimentar (DAVID e DAUM, 2010).

A produgdo de toxinas e indugdo da inflamagdo pirogénica é essencial no processo de
patogénese, sendo o abscesso cutdneo a lesdo tipica de infecgdo causada pelo S. aureus.
Normalmente, os abscessos sofrem necrose central e depois drenam para o exterior, como por
exemplo, na forma de furlnculos, mas em alguns casos também podem ser disseminados na corrente
sanguinea. Além disso, corpos estranhos, como suturas e cateteres intravenosos, sao importantes
fatores predisponentes a infecg@o por S. aureus. Dentre as varias toxinas e enzimas produzidas por
essa bactéria, trés exotoxinas clinicamente importantes s@o: a enterotoxina, a toxina da sindrome do
choque toxico e a esfoliatina (LENVINSON, 2010; TRABULSI e ALTHERTHUM, 2008).

Considerado o principal causador de infecgbes de feridas cirirgicas em pacientes
imunocomprometidos e com algum tipo de ferida com algum corpo estranho, o S. aureus é uma das
causas mais frequentes de bacteremias em pacientes internados e geralmente em uso de cateteres
intravenosos. A bacteremia, um processo secundario a infecgdes cutdneas ou de outros locais, pode
originar diferentes tipos de infecgdes, como endocardities, osteomielites e abscessos metastaticos em
varios orgédos, podendo até mesmo evoluir para sepse, que apresenta alta taxa de mortalidade,
aproximadamente de 11 a 43% (VAN HAL et al., 2012).

Essa bactéria & responsavel por aproximadamente 25 a 35% de todos os casos de
endocardite, doenga pos-operatdria considerada uma ameaga constante para pacientes cirurgicos
hospitalizados. Individuos usuarios de drogas ilicitas adquirem a infeccdo por meio de injecdo
intravenosa, enquanto que os ndo usuarios, através da disseminagéo a partir de uma infecgéo local ou
de cateteres intravenosos colonizados, e apresenta uma alta taxa de mortalidade (SELTON-SUTY et
al., 2012).

A intoxicagéo alimentar causada por S. aureus € uma das mais frequentes e ocorre através da
ingestdo de enterotoxinas pré-formadas em alimentos contaminados através do manuseio de
individuos, portadores assintomaticos ou que apresentam algum tipo de infec¢éo, geralmente cutanea.
A termoestabilidade das enterotoxinas impede que estas sejam destruidas pelo cozimento dos
alimentos. Se contaminado e armazenado em condigbes inadequadas, a bactéria ira prontamente se
desenvolver. As manifestagdes clinicas, como nauseas, vomitos, diarreias e dores abdominais
acontecem cerca de quatro horas ap6s a ingestéo do alimento e duram em média 12 horas (ARGUDIN
etal., 2010).

Antes da introdugéo dos antibidticos na década de 1940, a taxa de mortalidade da infecgao por
S. aureus foi de aproximadamente 90%. Apesar da aparente suscetibilidade em relacdo a varios

farmacos contra bactérias gram-positivas (penicilinas, cefalosporinas, eritromicina, aminoglicosideos,
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tetraciclina e cloranfenicol), a capacidade de desenvolver resisténcia também ¢ alta, principalmente
quando se trata de amostras isoladas de pacientes hospitalizados (BASTOS et al., 2013).

A penicilina, farmaco de escolha em casos de suscetibilidade, atualmente teve seu efeito
significativamente reduzido através da ampla disseminagdo de amostras resistentes, principalmente
pela produgdo de B-lactamases. O surgimento e a disseminagdo progressiva da resisténcia a meticilina
e outras penicilinas semissintéticas (oxacilina, nafcilina e cloxacilina) impulsionaram ainda mais as
pesquisas direcionadas a epidemiologia, tratamento e controle das infecgdes causadas por esta
bactéria. Em caso de infecgdes estafilococicas graves, especialmente por cepas resistentes a meticilina
(penicilina resistente a B-lactamase), a vancomicina € considerada o farmaco de escolha. Entretanto, o
surgimento recente de cepas com suscetibilidade diminuida a esse farmaco, conhecidas como
Vancomycin Intermediate S. aureus (VISA), incentiva ainda mais a busca de novos antimicrobianos
eficazes no tratamento e controle das infeccbes causadas pelos estafilococos, em especial pelo S.
aureus (HOWDEN, et al., 2010; CHAMBERS e DELEO, 2009).

1.2.1.3.  Salmonella sp

O género Salmonella (Enterobactereacea) compreende micro-organismos patogénicos para o
homem e animais. A nomenclatura deste género é bastante incomum e difere da normal, ja que em vez
de espeécies reconhecidas, existem diversos sorovares ou sorotipos para uma unica espécie. A
Salmonella enterica, infecciosa para animais de sangue quente, abrange mais de 2400 sorovares, ou
seja, variedades sorologicas. Por exemplo, um sorovar como a Salmonella typhimurium pertence a
espécie enterica, sendo mais corretamente denominada como Salmonella enterica sorovar
Typhimurium. De acordo com os Centros de Controle e Prevencdo de Doengas, a atual convengao
baseia-se no nome completo apenas na sua primeira men¢édo e depois abrevia-lo, como se o sorovar
fosse uma espécie. Os flagelos, capsulas e paredes celulares das salmonelas funcionam como
antigenos, pois permitem a producdo de anticorpos especificos. Uma taxonomia mais recente
acrescenta outra espécie, a Salmonella bongori, recentemente isolada de um lagarto, que reside em
animais de sangue frio e raramente é encontrada em humanos (JARVIK et al., 2010).

As bactérias do género sdo bastonetes gram-negativos, anaerébios facultativos, nao
formadores de esporos e ndo fermentadores de lactose (Figura 3). Formam coldnias negras no agar
Salmonella Shigella devido a produgéo de H>S formando um precipitado negro com o ferro contido no
agar. O trato intestinal dos seres humanos e muitos animais é considerado seu habitat normal e todas
as bactérias do género sdo consideradas patogénicas em algum grau. A forma de transmisséao

geralmente ocorre através da ingestdo de alimentos contaminados de origem animal, principalmente
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carne, aves domésticas, ovos e leite. Sdo clinicamente divididas em salmonela tifoide e salmonela néo
tifoide (TORTORA et al., 2012).

A salmonelose, doenga gastrointestinal menos grave causada por outras salmonelas (ndo
tifoides), é considerada uma das formas mais comuns de infecgéo de origem alimentar. A estimativa é
de que em 1,4 milhdes de casos, cerca de 400 obitos s&o relatados. Ao invadir a mucosa intestinal, a
bactéria se multiplica, e a fim de penetrar nos sistemas linfatico e cardiovascular e até mesmo invadir
outros 6rgaos, dirige passagem através da mucosa intestinal, nas células M. Ja dentro dos macréfagos,
se replicam rapidamente, e dentro de 12 a 36 horas, produzem sintomas como febre moderada,

acompanhada de nauseas, dor abdominal, colicas e diarreia (KNODLER et al., 2010).

Figura 3. Microscopia eletronica de varredura de Salmonella enteriditis ampliado 6350 vezes.

Fonte: Science PhotoLibrary, 2013c.

Apesar da taxa de mortalidade ser menor que 1%, lactentes e idosos apresentam uma maior
susceptibilidade devido a morte por choque séptico. A completa recuperagdo ocorre dentro de alguns
dias, mas muitos pacientes podem disseminar o patdgeno em suas fezes por até seis meses, podendo
infectar um novo individuo. Na salmonelose, bem como em outras doengas diarreicas, a
antibioticoterapia é pouco Uutil, sendo a reidratagao oral a melhor forma de tratamento. Alguns estudos
mostraram que a ingestao de bactérias produtoras do acido latico pode aliviar a diarreia e prevenir a
colonizagdo por Salmonella enterica durante a antibioticoterapia, pois ao colonizarem o intestino
grosso, produzem acido latico e bacteriocinas, capazes de inibir o crescimento de certos patdgenos
(TORTORA et al., 2012).

Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi), causadora da febre tifoide, é considerada a
doenga mais grave causada por membros do género e também uma ameaga a vida humana.
Resultando em aproximadamente mais de 200.000 mortes anuais, a febre tifoide continua a ser um

problema de saude global, principalmente em criangas nos paises em desenvolvimento. Ao contrario
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de outros sorovares de Salmonella enterica, como S. typhimurium ou S. enteritidis, associados com
gastroenterite e que infectam uma grande variedade de hospedeiros, S. typhi € um agente patogénico
humano exclusivo, sendo disseminado somente nas fezes de outros seres humanos (SONG et al.,
2010). Apesar de sua baixa incidéncia, em alguns paises deficientes de controle sanitario, a febre
tifoide ainda € uma causa frequente de morte, com uma estimativa de meio milhdo de mortes por ano
(DEVI et al., 2010).

Ao se multiplicar dentro das células fagociticas, S. typhi tem a capacidade de disseminar em
outros érgaos, como bago e figado. As células fagociticas sofrem lise e finalmente liberam o patégeno
na corrente sanguinea. Apo6s cerca de 2 a 3 semanas, surgem os sintomas como cefaleia continua e
febre alta, que tende a declinar apenas na segunda ou terceira semana juntamente com o surgimento
da diarreia. Nos casos mais graves da infec¢do, podem ocorrer ulceragéo e perfuracédo da parede
intestinal. Aproximadamente 1 a 3% dos pacientes recuperados ainda abrigam o patégeno na vesicula
biliar e continuam a dissemina-lo por varios meses; comumente chamados de portadores cronicos
(MADIGAN et al., 2010).

Somente a partir de 1948, quando o cloranfenicol foi introduzido no mercado, € que a febre
tifoide tornou-se uma doenca tratavel. Apesar de ainda ser utilizado mundialmente em areas
endémicas, foi substituido por outros agentes mais seguros, embora mais caros. O tratamento mais
efetivo é feito com quinolonas ou cefalosportinas de terceira geragédo, mas o problema de resisténcia
ainda ocorre com frequéncia. A prevencao da doenca se da por meio de boas medidas de saneamento
para deter a contaminagao e de refrigeracdo correta para impedir 0 aumento do nimero de bactérias
(TORTORA et al., 2012).

1.2.1.4.  Helicobater pylori (H. pylori)

Identificado na Australia em 1982, pelos pesquisadores Barry Marshall e J. Robin Warren, o H.
pylori foi isolado a partir de fragmentos de biopsia gastrica de pacientes que apresentavam gastrite
cronica e ulcera péptica. A capacidade de comprovar que esse patdgeno era realmente o grande
causador de gastrite, Ulcera péptica e cancer gastrico foi dificil, até que para convencer seus
companheiros e todo o publico, Barry Marshall tomou uma suspensao do patdégeno e confirmou através
dos postulados de Koch, que o H. pylori realmente era o grande causador das patologias gastricas
citadas (COGO et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2007).

Atingindo mais da metade da popula¢do mundial, o H. pylori, Figura 4, ¢ classificado como uma
bactéria Gram-negativa, espiralada e microaerdfila que coloniza especificamente a mucosa gastrica. Na
maioria dos casos é adquirido na infancia e, quando nao tratado, geralmente persiste até a vida adulta.

Sua forma helicoidal favorece a movimentagéo impulsionada pelos flagelos, causando um rompimento
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na protecdo da mucosa estomacal, que em associagcdo com a liberacdo de citocinas e ao processo
inflamatorio crénico, pode evoluir para patologias mais sérias e agudas, tais como gastrite cronica,
ulcera péptica e cancer gastrico (FIORENTINO et al., 2013; DANDLEN et al., 2011).

Figura 4. M|crscp|a eletromca de varredura de H. pylor/ no estomago amphao 3100 vezes.

Fonte: Smence Photo Library, 2013d ’

Por ser considerada uma das causas mais comum de infeccdo a nivel global e ter a
capacidade de induzir a carcinogénese sem a administragdo de co-carcindgenos, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) classificou o patdgeno como carcindgeno Classe | para o cancer gastrico
com base nos resultados de estudos epidemioldgicos (FUKASE et al., 2008; FOCK et al., 2009;
FIORENTINO et al., 2013). Além disso, o H. pylori rapidamente passou a ser alvo de diversos estudos
nas mais diversas areas da saude, variando desde microbiolégicos, como até mesmo histoldgicos,
epidemioldgicos, imunoldgicos, ecolégicos, entre outros (SIQUEIRA et al., 2007).

Acredita-se que durante a infec¢do causada por este patdgeno, ocorra um aumento da acidez
gastrica e da secregao de gastrina, relagdo que tem atraido a atencdo de diversos pesquisadores de
diversas areas cientificas, a fim de buscar alternativas terapéuticas que possam se comportar
favoravelmente frente a todos os fatores envolvidos. Sendo a mucosa gastrica considerada seu
principal habitat, € de extrema importéncia sua sobrevivéncia em meio acido, garantida por meio da
enzima urease, capaz de hidrolisar, em meio acido, a ureia presente em condigdes fisiolégicas no suco
gastrico. Atraves dessa hidrdlise, ocorre a produgéo de amdnia, que atua como um receptor de ions H*
e por consequéncia gera um pH neutro no meio intracelular. A urease e a amonia promovem
desestabilizacdo da camada de muco e consequentemente levam a formagao de lesdes sobre as
células de revestimento. Além disso, a urease também pode estar envolvida na ativagdo de neutrofilos,

mondcitos e do sistema imune, gerando uma lesao inflamatéria local (WROBLEWSKI et al., 2010).

Bruna Vidal Bonifdcio




26
INTRODUCAO

O H. pylori é considerado agente etiolégico de diversos tipos de patologias gastricas,
frequentemente envolvida em processos de gastrite cronica, dispesia funcional, ulcera duodenal ou
péptica, e cancer ou linfomas gastricos. Por apresentar perfil de sobrevivéncia em ambientes acidos,
mantém-se integro em ambiente estomacal e promove a destruigdo da mucosa gastrica tornando o
orgao sensivel e vulneravel ao desencadeamento de lesdes ulcerativas, além de bloquear o processo
de esterilizagdo dos alimentos gerando falhas no processo de digestdo. Pacientes que apresentam
quadros de gastrite cronica encontram-se em alto patamar de risco para o desenvolvimento de Ulcera
péptica e carcinomas, com mais severidade no desenvolvimento do cancer. Entre as pessoas mais
idosas e que passaram por gastrectomia parcial, destacam-se os individuos portadores de gastrite
cronica atrofica multifocal, um tipo de patologia autoimune, na qual anticorpos passam a atacar o
revestimento estomacal, tornando-o mais delgado e causando perda de muitas ou todas as células
produtoras de acido e de enzimas. Por interferir na absor¢ao de vitamina B12 presente nos alimentos, a
gastrite atrofica pode até mesmo provocar anemia perniciosa, uma redugé@o nos glébulos vermelhos
que ocorre quando o intestino n&o € capaz de absorver adequadamente a vitamina B12. No geral, 0s
sintomas da gastrite envolvem queimagao, dor abdominal, perda do apetite, ndusea, vémito, sensagao
de saciedade e sangramento digestivo. A dificuldade na absorgao de alguns elementos e vitaminas
podem causar também quadros de fraqueza e diarreia (BURNETT-HARTMAN et al., 2008; BANERJEE
etal., 2008; NDIP et al., 2008).

Dentre todas as afecgdes causadas por este patdgeno, maior foco é dado ao desenvolvimento
do cancer do estémago. Classificado na quarta posicao no ranking mundial de neoplasias, este tipo de
patologia encontra-se diretamente relacionada ao progresso da agdo maligna do micro-organismo e
pré-disposicdes genéticas. Estimativas de Incidéncia e Mortalidade por Cancer, realizadas pelo Instituto
Nacional do Cancer (INCA) mostraram que 20.090 novos casos de cancer gastrico causados pelo H.
pylori estavam previstos para 2012 no Brasil, sendo 63% encontrados em homens. Aproximadamente
65% dos pacientes diagnosticados com cancer gastrico possuem mais de 50 anos, sendo o pico de
incidéncia por volta dos 70 (INCA, 2013).

Diversos produtos naturais tém demonstrado atividade antimicrobiana contra o H. pylori e
durante séculos, uma ampla variedade de plantas e substancias derivadas de fontes alternativas tem
sido utilizada no tratamento de doencas gastrointestinais, principalmente quando se diz respeito ao
elevado grau de resisténcia que esta bactéria vem apresentando (COGO, 2010). Dados apresentados
pela literatura mundial demonstram resultados expressivos obtidos por meio de extratos vegetais contra
0 H. pylori, gerando contribuicbes significativas para o aumento do arsenal terapéutico utilizado em

casos infecciosos.
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1.2.2. Levedura

1.2.2.1.  Candida albicans (C. albicans)

Diante da imunossupressdo causada em pacientes por diversas doengas, principalmente
aqueles infectados com o Human Immunodeficiency Virus (HIV), maior atengdo tem sido dada as
doengas causadas por fungos, ja que a redugéo de linfocitos CD4+ predispde o paciente a diversas
infecgdes fungicas, principalmente aquelas causadas pelo género Candida (BARBEDO e SGARBI,
2010).

Cerca de 200 espécies de leveduras (Figura 5) que compde este género estdo presentes nos
mais diversos ambientes corporais, entre eles a cavidade bucal, orofaringe, secregdes bronquicas,
dobras da pele, fezes, urina e vagina. Algumas espécies se limitam a determinadas regides, enquanto
outras, como a C. albicans distribuem-se amplamente, além de ser considerada a espécie com maior
relevancia no que se diz respeito a taxa de prevaléncia em condi¢des de normalidade e doenga
(ALVARES et al., 2007). Cerca de 60% dos isolados de amostras clinicas mostram infeccées causadas
por esta espécie (BARBEDO e SGARBI, 2010). E no decorrer ou pouco depois do nascimento que as
leveduras deste género iniciam seu processo de colonizagdo nas mucosas de todos os seres humanos,
como pele, trato gastrointestinal e reprodutivo (ACHKAR e FRIES, 2010). S&o consideradas leveduras
comensais, pois sdo capazes de se adaptarem rapidamente ao corpo humano e coloniza-lo sem que
ocorra o desenvolvimento de alguma doenga, mesmo em condigdes fisiologicas normais. A candidiase,
assim conhecida as doengas causadas por espécies deste género, somente ocorrem quando ha um
desequilibrio entre o hospedeiro e este micro-organismo (ALVARES et al., 2007). Quando ndo oriundas
da microbiota, as candidiases sdo consideradas exdgenas, como uma doenga sexualmente
transmissivel (DST) (BARBEDO e SGARBI, 2010).

Dependendo do lugar atingido, a candidiase pode ser cuténea, mucosa, cutaneomucosa ou
visceral. Por preferir ambientes quentes e Umidos, a cavidade oral e a vagina sdo consideradas os
locais preferidos por este patdégeno. A candidiase cutaneomucosa crénica geralmente acontece quando
a resposta imune mediada por células esta debilitada, enquanto que a candidiase vaginal crénica é
desencadeada por fatores exégenos, como o uso de determinados medicamentos, principalmente
antibidticos e contraceptivos orais, gestacao, atividade sexual, que causa traumas de mucosa, € uso
continuo de roupas apertadas (ALVARES et al., 2007; BARBEDO e SGARBI, 2010).
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Figura 5. Microscopia eletronica de varredura de C. albicans ampliado 8500 vezes.

A candidiase cutaneomucosa pode especialmente ser dividida em n&o genital ou geniturinaria.
Entre as ndo genitais, a candidiase oral constitui a infec¢do fungica mais frequente entre os pacientes
imunocomprometidos, principalmente os infectados com HIV (ACHKAR e FRIES, 2010). Cerca de 90%
dos individuos soropositivos apresentardo casos de candidiase orofaringea pelo menos uma vez na
vida (BARBEDO e SGARBI, 2010). Entre as geniturinarias, a candidiase vulvovaginal (CVV) é a mais
comum, acometendo cerca de 75% das mulheres adultas pelo menos uma vez durante a vida
(ARAUJO et al., 2013), podendo ou ndo apresentar episédios de recorréncia, enquanto que a
candiduria, apesar de poder atingir ambos os sexos, sdo mais frequentes em pacientes
imunocomprometidos e neonatos. A CVV pode ser definida como os sinais e sintomas inflamatérios na
presenca evidenciada desse patégeno e € a segunda causa mais frequente de infec¢do genital,
perdendo apenas para a vaginose bacteriana (BARBOSA et al., 2012). Quando esse quadro ocorre por
pelo menos quatro vezes durante o periodo de 1 ano, considera-se a mesma como recorrente, sendo
mais frequentemente causada por outras espécies, ditas ndo-albicans (ACHKAR e FRIES, 2010).

O tratamento da CVV geralmente ¢é feito com derivados azélicos administrados por via oral ou
topica, contudo a excluséo dos fatores predisponentes e o tratamento ao parceiro, quando transmitida
sexualmente, tornam-se indispensaveis. Em alguns paises, como Estados Unidos da América, o
diagndstico e tratamento da CVV geram custos anuais na ordem dos mil milhdes de ddlares
(BARBOSA et al., 2012).

Apesar de todos os avangos cientificos na terapia medicamentosa, a resisténcia adquirida por
algumas cepas fungicas também é crescente e preocupante. Recentemente, diversos isolados genitais

de Candida tem apresentado indice considerado de resisténcia em casos de candidiases recorrentes.
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Diante do crescente numero de casos relacionados a infecgao por diversas espécies de Candida sp, é
importante a busca de novos agentes antifungicos que possam ser eficazes até mesmo contra cepas
que tem apresentado elevado grau de resisténcia aos antifingicos convencionais, além da redugéao dos
impactos negativos sociais € ambientais causados pelos residuos quimicos dos medicamentos
sintéticos (ARAUJO et al., 2013).

1.3. Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo farmacos utilizados no tratamento de infecgbes microbianas na
medicina humana e veterinaria (ARIAS e CARRILHO, 2012). Podem ser representados por compostos
naturais ou sintéticos que tem a capacidade de inibir o crescimento ou causar a morte de fungos ou
bactérias, podendo ser classificados como fungiostaticos/bacteriostaticos ou fungicidas/bactericidas,
respectivamente (GUIMARAES et al., 2010).

Os antimicrobianos sintéticos apresentam algumas limitagdes, como o desencadeamento de
efeitos colaterais tdxicos e o alto grau de resisténcia adquirida por diversos micro-organismos. A
resisténcia microbiana pode ser definida como uma resposta do micro-organismo, o qual cria
estratégias para driblar os diversos mecanismos medicamentosos (BOLIVAR et al., 2011; ARIAS e
CARRILHO, 2012). As mutagdes ocorridas nos genes de expressao relacionados a resisténcia séo
frequentemente apresentadas quando determinado agente antimicrobiano € usado esporadicamente
(ARENDRUP et al., 2010). Além disso, os quadros de infecgdes com cepas resistentes nas unidades
de terapia intensiva (UTls) levam a um aumento do custo e mortalidade (BARAI et al., 2010).

Diante desse contexto, 0 uso excessivo e irracional dos antimicrobianos se tornou motivo de
preocupagdo mundial, j& que o surgimento dessas cepas microbianas cada vez menos sensiveis
aumenta a chance de falha na terapia medicamentosa, esgotando as possibilidades de tratamento e
até mesmo elevando o indice de mortalidade (BOLIVAR et al., 2011; ARIAS e CARRILHO, 2012). Com
a resisténcia aos antibiéticos atingindo o ponto de crise em inumeros centros médicos e cientificos de
todo 0 mundo e tao quanto o crescente indice de resisténcia afetando as comunidades em geral, houve
uma necessidade urgente de reposigao do arsenal de agentes antimicrobianos (TIM CUSHNIE, 2011).

O agravamento desse quadro incentivou a investigacdo de produtos naturais com tal atividade,
e tem se tornado um item relevante na caracterizagao biologica de extratos vegetais, devido as mais

diversas substancias com potencial antimicrobiano que sao produzidas pelas plantas (DAS et al, 2010).
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1.4. Plantas medicinais e Fitoterdpicos

O dominio do conhecimento do uso de plantas e ervas medicinais pela populagdo se deu ao
longo do processo evolutivo, quando o homem foi aprendendo a selecionar as plantas para garantir sua
alimentagdo e aliviar seus males e doengas. Até hoje, algumas pessoas ainda fazem uso dessa
medicina tradicional, seja por op¢ao ou até mesmo por falta de acesso ao medicamento industrializado
(FERREIRA e PINTO, 2010).

A fim de garantir sua sobrevivéncia e evolugao, as plantas competem entre si por espago e se
defendem do ataque de herbivoros, j& que por tras da beleza da natureza, esconde-se uma guerra
surda pela sobrevivéncia dos mais aptos. E nesse contexto que a complexidade de sua constituicio
quimica se destaca, principalmente na biossintese de substancias atuantes em alvos especificos
moleculares de seus predadores. Além disso, a produgdo de metabdlitos secundarios de plantas e
micro-organismos, com o objetivo de modular seus proprios metabolismos, pode consequentemente
alcangar determinados alvos terapéuticos de doengas humanas (FERREIRA e PINTO, 2010; CSEKE et
al., 2006).

Possuindo cerca de 25% da flora mundial, o Brasil situa-se em uma posicéo privilegiada por
apresentar uma das mais ricas biodiversidades (CASTILHO et al., 2007), contando com mais de 55.000
espécies catalogadas, de um total estimado entre 350.000 e 550.000. Cerca de 7% da superficie da
terra correspondem a regides priorizadas por alguns programas de conservagdo. Ocupando a quinta
posicdo no cenario mundial em termos de biodiversidade, destaca-se o rico bioma Mata Atlantica,
considerado uma das florestas mais ameagadas do mundo (MARTINS-RAMOS et al., 2010).
Juntamente com a vasta biodiversidade, os conhecimentos populares foram imprescindiveis na busca
de novos agentes terapéuticos de origem natural (OLIVEIRA et al., 2011).

Pode-se dizer que as plantas medicinais foram, durante muito tempo, o Unico e principal
recurso terapéutico no tratamento de doengas. Os avangos cada vez mais modernos no meio técnico-
cientifico, principalmente nos paises mais desenvolvidos, resultaram em tratamentos feitos com
medicamentos alopaticos industrializados, gradativamente introduzidos no cotidiano da populagéo por
meio de propagandas que prometiam a cura das mais diversas doengas em um curto periodo (BADKE
etal., 2011).

Apesar de todo marketing e incentivo da industria farmacéutica na aquisi¢édo de medicamentos
alopaticos, em alguns paises, principalmente no Brasil, uma grande parte da populagao ainda depende
das praticas complementares para cuidar de sua saude, principalmente das plantas medicinais, muitas
vezes utilizadas para aliviar ou até mesmo curar uma série de enfermidades (YUNES e CECHINEL
FILHO, 2012; BADKE et al., 2011). A OMS estima que mais de 80% das necessidades em cuidados da
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saude nos paises em desenvolvimento sdo atendidas através de praticas tradicionais de cuidados da
saude (WHO, 2013d). Diante desse quadro de mudangas econdmicas, politicas e sociais, 0 uso
terapéutico desses recursos naturais, que antes se destinava apenas as pessoas incapazes de adquirir
um medicamento industrializado, hoje tenta inserir-se no meio dominado pelas praticas alopaticas
(BADKE et al., 2011).

O interesse da comunidade cientifica pelas plantas medicinais e pela fitoterapia é cada vez
mais evidente, ja que potenciais terapéuticos e econdmicos tém sido descobertos, especialmente, pela
indUstria farmacéutica, a qual realiza a prospeccao de produtos cada vez mais inovadores, com menos
efeitos indesejaveis do que os farmacos j& existentes (COSTA et al., 2010). Além disso, a enorme
diversidade de estruturas e propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos produtos naturais
encontrados na natureza tem impressionado de forma significativa os pesquisadores da area, embora
seja pequena a porcentagem de plantas avaliadas quanto ao seu potencial medicinal, segundo dados
disponiveis na literatura (BRESOLIN e FILHO, 2010).

Os conhecimentos populares e as pesquisas cientificas sobre o uso medicinal de plantas
acabou de certa forma beneficiando as industrias farmacéuticas. Cerca de 50% dos medicamentos
aprovados entre 1981 e 2006 séo de certa forma, direta ou indiretamente, derivados de produtos
naturais (FERREIRA E PINTO, 2010).

O crescente interesse na descoberta das atividades bioldgicas apresentadas por plantas
possibilitou o surgimento de diversas estratégias tecnoldgicas que variam desde o screening biologico,
isolamento, até as triagens clinicas, métodos considerados essenciais na descoberta de valores
terapéuticos de uma ampla variedade de plantas (BIBI et al., 2011). Diversos podem ser os potenciais
terapéuticos apresentados por determinados extratos vegetais, destacando-se a atividade
antimicrobiana contra uma série de agentes infecciosos. Uma série de plantas tem apresentado
marcante atividade antimicrobiana in vitro e in vivo, justificando dessa maneira a intensa busca na
medicina tradicional direcionada na caracteriza¢do antimicrobiana das plantas (DIAZ et al., 2010).

A atividade biol6gica de plantas medicinais, provindas de diversas regides do mundo, vem
sendo estudada por varios grupos de pesquisadores que se baseiam no uso popular de suas espécies.
Uma série de estudos relata a presenca de diversas substancias, incluindo extratos e 6leos vegetais
que sdo eficazes no controle do crescimento de uma ampla variedade de micro-organismos, desde
fungos filamentosos, até mesmo bactérias e leveduras (KLUCZYNIK et al., 2010).

No Brasil, a criagdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC)
no Sistema Unico de Saude (SUS), instituida pela Portaria no Ministério da Satde (MS) n° 971, de 03
de maio de 2006, permitiu que os usuarios do SUS tivessem maior facilidade no acesso as opcdes
terapéuticas, garantindo o acesso a plantas medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a
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fitoterapia, de forma segura, eficaz e com qualidade, e dessa maneira possibilitando a integralidade da
atengéo a saude (BADKE et al., 2011).

Desde 2007 dois medicamentos fitoterapicos passaram a ser fornecidos pelo SUS: espinheira
santa (Maytenus ilicifolia) - para gastrites e Ulceras gastricas - e guaco (Mikania glomerata) - para
tosses e gripes, em apresentacdes na forma de capsula, comprimido e xarope, entre outras. Na busca
de oferecer mais opgdes terapéuticas a base de plantas medicinais para a populagao, instituiu-se o
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF). Atualmente, o SUS vem utilizando
cerca de 71 plantas medicinais presentes na lista divulgada pelo MS em 2009. A escolha foi feita com
enfoque nas doengas que mais afetam a salde da populagdo, como diabetes, dores, artrites, ulceras,
hipertensdo, inflamagbes, dentre outras doengas crénicas. Em 2010, diversos medicamentos
produzidos a base de alcachofra, aroeira, cascara sagrada, garra do diabo, isoflavona da soja e unha
de gato aumentaram a lista de fitoterapicos de dois para oito e passaram a ser oferecidos pelos postos
de saude, indicados para problemas de priséo do ventre, inflamagdes, artrite reumatoide, e sintomas do
climatério. E importante ressaltar que tais fitoterapicos foram extraidos de espécies da flora brasileira
ndo ameagadas de extingdo, garantindo dessa maneira o uso sustentavel da biodiversidade nacional.
Ainda assim, as espécies vegetais da lista ainda sdo consideradas insuficientes para suprir as
necessidades de planos governamentais de saude, inclusive dentro da PNPFM (ANVISA, 2012).

As agdes decorrentes dessa politica sdo imprescindiveis para garantir a populagdo uma seérie
de beneficios em relagao as praticas tradicionais de saude, como facilitar 0 acesso aos medicamentos,
bem como a inclusao social e regional, ao desenvolvimento industrial e tecnoldgico. O uso sustentavel
da biodiversidade e a valorizagdo e preservacdo do conhecimento tradicional das comunidades
tradicionais e indigenas sao considerados fatores essenciais para a melhoria dessa pratica (ANVISA,
2012). Apesar disso, diversas etapas consideradas essenciais para assegurar a eficacia e seguranca
dos fitoterapicos ainda sdo deficientes. Estas incluem a correta caracterizagdo quimica das matérias-
primas vegetais, bem como a avaliagdo das atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas (SILVA et al.,
2011). Dentre as espécies vegetais listadas pelo Ministério da Saude e relacionadas como plantas

medicinais encontra-se o Astronium sp.

1.5. Astronium sp

Juntamente com o aumento da expectativa de vida, surgem também as doengas cronicas
apresentadas pela populacdo. Nesse contexto, enfatiza-se a demanda por medicamentos Uteis no
tratamento dessas doencas, especialmente aquelas do trato digestorio (Ulceras gastricas e duodenais,
colite ulcerativa e doenca de Crohn), diabetes, cancer e demais doencgas inflamatorias. O uso de
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fitoterapicos padronizados com eficacia e seguranga determinadas é essencial e vem apresentando
recentemente resultados significantes. A fim de padronizar novos fitoterapicos para o tratamento de
doengas crénicas na populagéo brasileira, um grupo de pesquisadores incluindo botanicos, quimicos,
farmacéuticos e biologicos estdo constituindo seus estudos em um projeto tematico intitulado
“Fitoterapicos padronizados para o tratamento de doengas cronicas”, coordenado pelo Prof. Dr. Wagner
Vilegas, com suporte financeiro da FAPESP (Projeto Biota — processo n° 09/52237-9). Todos os
extratos devem ser preparados de acordo com as normas farmacopeias e devidamente avaliados
quanto seus aspectos farmacologicos e toxicologicos. Esse projeto € constituido de estudos
envolvendo plantas incluidas na lista proposta pelo SUS com atividade em doengas crénicas, em
especial as utilizadas no combate a doengas do trato gastrointestinal como Astronium sp
(Anacardiaceae). Dessa maneira, confirma-se a importédncia de uma equipe multidisciplinar e
interinstitucional a fim de favorecer a disseminagao do conhecimento e completo estudo integrado da
planta medicinal, além da otimizagdo dos recursos financeiros o qual contribui para os avangos
tecnoldgicos e cientificos do pais.

A familia Anacardiaceae é composta de arvores, arbustos, trepadeiras lenhosas ou meio-
arbustos, geralmente com dutos de resina bem desenvolvidas. Sua diversidade é estimada em cerca
de 73 géneros e de 600 a 850 espécies. A maioria das espécies sao tropicais e subtropicais, enquanto
que algumas podem ser encontradas em regides temperadas (SAWANGCHOTE et al., 2009). Além
disso, a familia Anacardiaceae é bastante reconhecida por seus representantes alimenticios, como por
exemplo, a manga (Mangifera indica L.), o caju (Anacardium occidentale L.), a seriguela (Spondias
mombin L.) e o pistache (Pistacia vera L.) (JUDD et al., 2007; LORENZI, 2008), enquanto que outros
géneros sd@o mais reconhecidos por sua importancia biolégica, como por exemplo, o Astronium sp
(LUNA, 2012).

O género Astronium (Anacardiaceae) € constituido por 13 espécies e oito variedades,
distribuidas desde o México até a Argentina, incluindo as ilhas de Trinidad e Tobago. De acordo com a
literatura, 12 espécies sdo encontradas do Norte ao Sul do Brasil, ocupando varios habitats, como as
areas do Cerrado nos pantanais do Mato Grosso, florestas caatingas e areas circundantes, floresta
amazébnica e Mata Atlantica (AGUIAR et al., 2003). Trata-se de um género de grande importancia
econdmica para a producdo de taninos e resinas, bem como de alguns frutos comestiveis. Algumas
espécies sao cultivadas como plantas ornamentais (LUNA, 2012). Até recentemente, este apresentava
alguns problemas em relacdo a sua taxonomia. Em 1968, o género Astronium era constituido de dois
subgéneros, entre eles o Myracrodruon. Tal conceituagéo foi aceita até que em 1991, Santin e Leitao-

Filho retiraram este subgénero do género Astronium e restabeleceram-no como um género a parte
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(CARMELLO-GUERREIRO e PAOLI, 2000); apesar disso, diversos estudos literarios ainda consideram

as duas taxonomias.

1.5.1.  Astronium fraxinifolium (A. fraxinifolium)

Dentre as espécies deste género, o A. fraxinifolium (Gongalo-Alves) é considerada uma das
espécies com maior distribuicdo no Brasil. Trata-se de uma espécie arbdrea de cerrado extremamente
densa (1,09 g/cm3), Figura 6, compacta, rigida e resistente ao apodrecimento quando em contato com
o solo por longos periodos, fato que pode ser explicado pelo alto teor de taninos. E muito utilizada nas
construgdes civil e naval, na marcenaria, para confecgdo de dormentes a portas de fino acabamento,
além de ser uma opgao para o paisagismo por seu porte médio e beleza da copa (FEITOSA et al.,
2011; AGUIAR et al., 2003). As folhas desta espécie sdo popularmente utilizadas para diarreias,
hemorroidas e na forma de cha/banho como antisséptico para Ulceras da pele (MACEDO e FERREIRA,
2004).

Figura 6. Fotografia de A. fraxinifolium.

Fonte: Camara dos Deputados, 2014; Embrapa, 2013a. '

Pinto et al. (2010) estudaram a atividade in vitro e in vivo de extratos metanélicos do caule,
folna e flores de diversas espécies, entre elas o A. fraxinifolium frente ao fungo Colletotrichum
lindemuthianum, principal agente causador da antracnose. Dentre os 300 extratos de plantas testadas
no ensaio in vitro, apenas 13 apresentaram atividade antifungica, entre elas o A. fraxinifolium, com uma

concentragao inibitéria minima (CIM) de 1,45 mg/mL.
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1.5.2. Astronium graveolens (A. graveolens)

A. graveolens Jacq. (guaritd) é uma espécie arbdrea comum de floresta semidecidua, de
grande variedade desde o México até a América do Sul. Mede cerca de 15 a 25 metros de altura e
tronco entre 40 a 60 cm de didmetro. Apresentam folhas compostas de 4 a 7 pares de foliolos dotados
de cheiro caracteristico, com tamanhos desiguais variando entre 6 a 8 cm e os menores de 4 a 5 cm
(Figura 7). As frutas apresentam entre 1-1,5 cm de comprimento e contem uma unica semente de 9-10
mm de comprimento (SILVA et al., 2010a; VILLASENOR-SANCHEZ et al., 2010). Alguns estudos
demonstraram que esta espécie apresenta atividade repelente a insetos, que pode ser justificada pela

presenca de diversos componentes volateis (CHEN et al., 1984).

Figura 7. Fotografia de A. graveolens.
Vo T

>

Fonte: Escola Superior e Agricultura “Luiz de Queroz”, 2014; Smithsonian Tropical Research Institute, 2013.

Uma série de plantas possui a capacidade de causar, direta ou indiretamente, algum efeito
sobre outro organismo através da producédo e liberagdo de metabdlitos, conhecido como potencial
alelopatico. Silva et al. (2010) verificaram tal potencial no extrato etandlico da folha de A. graveolens
pela capacidade de interferir diretamente na germinabilidade, velocidade média e no tempo de
germinagéo durante o bioensaio com Brassica chinensis (couve-da-malasia) e Lactuca sativa (alface).
E importante mencionar que essa capacidade de atuacdo ocorre somente na presenca de uma

concentragdo minima dessas substancias aleloquimicas no ambiente.

1.5.3. Astronium urundeuva (A. urundeuva)

A. urundeuva (Allemao) Engl., Figura 8, é popularmente conhecida como aroeira-preta ou
aroeira-do-sertdo. Sua distribuicdo se limita a América do Sul, nas regides nordeste, sudeste e centro-

oeste e se associa a ambientes secos do cerrado, savanas e caatingas, sendo polinizada pelo vento e
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apresenta uma pequena flor (GAINO et al., 2010). O porte da aroeira varia conforme a regido de
ocorréncia, mas geralmente apresenta 30 metros de altura, com inflorescéncia entre julho e setembro e
maturacdo dos frutos de setembro a outubro, compostos por uma Unica semente (NUNES et al., 2008).

E uma das principais plantas utilizada na medicina tradicional nordestina para o tratamento de
varias doencas (CUNHA et al., 2009). O extrato do caule é bastante utilizado sob a forma de semicupio
(“banho-de-assento”) apés o parto. Além disso, € indicada também no tratamento de gastrites, Ulceras
gastricas, cervicites, vaginites, hemorroidas (LORENZI, 2008) e como anti-inflamatério e cicatrizante
natural (PINHO et al., 2012).

Apresenta como principais constituintes fitoquimicos 6leos essenciais, taninos hidrolisaveis e
condensados, considerados os principais responsaveis pelas atividades terapéuticas apresentadas
(CUNHA et al., 2009). Foram identificados cerca de 16 constituintes volateis nas folhas de A.
urundeuva, como por exemplo o B-cariofileno, considerado o principal constituinte extraido do 6leo
essencial das folhas. Dessa forma, a presencga de 6leos volateis justifica o aroma tipico encontrado nas
folhas (VIANA et al., 1995; SA, 2008).

Fonte: Lrezi,8.

Em 1987, Rao et al. (1987) comprovaram a atividade antiulcerogénica in vitro do extrato
aquoso de A. urundeuva em lesdes gastricas de ratos, induzidas por acido acetilsalicilico. Mais
recentemente, Carlini et al. (2010) observaram os efeitos antiulcerogénicos de extratos etandlicos e
aquosos das raizes de A. urundeuva contra Ulceras experimentais em ratos, e outros estudos ainda
tém demonstrado efeitos antioxidantes, antidiarreicos, anti-inflamatorios e analgésicos.

Monteiro et al. (2005), apontaram o A. urundeuva como uma planta valiosa no combate a

diversas doencgas incluindo de lesbes de pele e subcuténeas, tosse, neoplasias, inflamagdes em
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diversos sistemas (urogenital, respiratorio, digestivo e circulatério) e verificaram que o caule desta
espécie é a parte mais utilizada pela comunidade cientifica, pois apresenta uma maior quantidade de
compostos fendlicos. A elevada quantidade desse constituinte permite sua classificagdo como muito
rica em metabdlitos secundarios, 0s quais podem ou ndo estar associados com a lignina, e
provavelmente sdo responsaveis pela pronunciada resisténcia natural frente a degradagédo quimica e
biologica (QUEIROZ et al., 2002).

Além de discreta atividade antibacteriana contra S. aureus, Desmachelier e colaboradores
(1999) verificaram as atividades antioxidante e antirradicais livres de extratos metandlicos do caule de
diversas espécies da caatinga e, dentre todas, a melhor atividade foi atribuida ao extrato de A.
urundeuva.

O processo de degradacdo de madeiras geralmente acontece na presenca de fungos ou
insetos, e representa um dos fatores mais limitantes para sua utilizagdo. Diversos estudos
demonstraram o potencial biolégico do A. urundeuva contra Nasutitermes corniger (Sa et al., 2008),
Aedes aegypti larvae (Sa et al., 2009a) e Fusarium decemcellulare, Fusarium fusarioides, Fusarium
lateritium, Fusarium moniliforme, Fusarium oxysporum, Fusarium solani e Fusarium verticiloides (Sé& et
al., 2009b). Sa et al. (2009c) também realizaram a analise fitoquimica de extratos metandlicos e salinos
do cerne de A. urundeuva e verificaram que seu potencial antioxidante, antifungico e termiticida esta
diretamente relacionado com a marcante resisténcia e durabilidade natural apresentada por esta
espécie.

Cecilio et al. (2012) investigaram a atividade antiviral in vitro de extratos das folhas de 14
plantas medicinais tradicionalmente utilizadas para o tratamento da diarreia contra o rotavirus simio
SA-11. Os resultados mostraram que dentre todas as espécies, apenas quatro, com destaque para o A.
urundeuva, exibiram as melhores atividades contra o rotavirus.

Pinho et al. (2012) a fim de investigar o potencial fitoterapico de espécies da Mata Atlantica e
Cerrado brasileiro e incentivar o uso renovavel desses recursos, realizaram o rastreamento fitoquimico
de metabdlitos secundarios e testaram o potencial antimicrobiano de extratos hidroetandlicos de folhas
de alecrim-pimenta (Lippia sidoides), aroeira-do-sertdo (A. urundeuva), barbatiméo (Stryphnodendron
adstringens), erva baleeira (Cordia verbenacea) e da casca do fruto de pequi (Caryocar brasiliense)
frente a S. aureus e E. coli, ambos agentes de elevada prevaléncia na etiologia dos processos
infecciosos bacterianos, através da técnica de difusdo em agar. A andlise fitoquimica revelou
componentes como flavonoides (flavanonas, flavanonéis), saponinas e taninos com propriedades
antimicrobianas em todos os extratos. Os extratos das folhas de aroeira-do-sertdo (200 mg/mL),

barbatimao (300 mg/mL) e erva baleeira (400 mg/mL) inibiram o crescimento de S. aureus, mas nao de
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E. coli. O extrato hidroetandlico da aroeira evidenciou atividade bacteriostatica crescente de 200 a 400
mg/mL.

Napoledo et al. (2012) estudaram a atividade larvicida da lectina extraida das folhas de A.
urundeuva contra Aedes aegypti, principal vetor responsavel pela transmissdo do virus causador da
dengue. Os resultados mostraram diversas alteragdes metabdlicas do A. aegypti causadas pela lectina,
podendo torna-la um novo agente larvicida biodegradavel no controle da dengue.

Costa et al. (2010), avaliaram a agao antimicrobiana de extratos etanélicos da aroeira-da-praia
(Schinus terebinthifolius Raddi), aroeira-do-sertdo (A. urundeuva [Fr. All.] Engl.), ameixa-do-mato
(Ximenia americana L.), quixabeira (Syderoxylum obtusifolium [Roem et Schult.]) e hipoclorito de sddio
(NaOCl 2,5%), contra Enterococcus faecalis (ATCC 29212) através do método de difusdo em agar e
utilizando-se a clorexidina a 0,12% como controle positivo. Os resultados mostraram halos de inibi¢ao
da aroeira-do-sertdo e aroeira-da-praia superiores aos outros extratos vegetais € ao NaOCl (2,5%),
com diferencga estatisticamente significativa (teste t, p < 0,05).

Jandu et al. (2013) avaliaram a atividade antioxidante, antimicrobiana e citotdxica do extrato
metandlico do caule de A. urundeuva e identificou seus componentes fendlicos majoritarios. O extrato
apresentou atividade contra Aspergillus niger, Bacillus subtilis, C. albicans, Enterococcus feacalis, E.
coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus e S. aureus, e foi capaz de potencializar o efeito da
eritromicina contra algumas cepas de S. aureus isoladas clinicamente. Além disso, A. urundeuva
também apresentou efeito antioxidante.

As propriedades fitoquimicas e biolégicas do Astronium sp estimularam uma maior
investigagdo sobre os compostos biologicamente ativos, com aplicabilidades nas areas de tratamento
de diversas doengas cronicas. Diversos estudos apontam uma série de atividades terapéuticas
apresentadas pelas espécies A. fraxinifolium e A. urundeuva devido ao alto teor de metabdlitos
secundarios, principalmente de dleos essenciais, 0s quais apresentam caracteristicas bastante
promissoras para utilizagdo como agentes antimicrobianos (MONTANARI, 2010). O uso das folhas e
cascas dessas espécies vegetais pode constituir-se numa alternativa sustentavel, viavel e acessivel

para tratamento antimicrobiano.

1.6. Atividade antimicrobiana

Uma das principais etapas para se medir o potencial biolégico dos produtos naturais é a
atividade antimicrobiana, a qual pode ser avaliada por diversos métodos laboratoriais que variam desde
0s mais simples, como a macrodiluicdo, a microdiluicdo, a difusdo em agar ou até mesmo os mais
modernos e automatizados. Possuem a capacidade de medir a sensibilidade e/ou atividade in vitro dos
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micro-organismos em relacdo as biomoléculas, além de orientar a escolha da terapia antimicrobiana
mais adequada e até mesmo representar uma importante ferramenta no monitoramento da evolugéo da
resisténcia bacteriana. Dentre estes, destaca-se a técnica de microdiluicdo, que apresenta como
principal objetivo demonstrar a concentragdo minima da substancia a ser testada necessaria para inibir
o crescimento microbiano (CIM). Além de possibilitar a utilizagdo de mais de uma substancia-teste,
bem como de diferentes micro-organismos em um mesmo ensaio, é possivel que este seja realizado
em microplacas, exigindo pequenos volumes de amostras e reagentes, fato extremamente vantajoso
quando se trabalha com produtos naturais, que na grande maioria das vezes séo obtidos em pequenas
quantidades (COWAN, 1999; ALVES et al., 2008; YUNES e CALIXTO, 2001; DAS et al., 2010;
ANVISA, 2013). Neste contexto, a incorporagdo da tecnologia para aprimorar o emprego de plantas
medicinais e fitoterapicos deve ser estimulada juntamente com o desenvolvimento de mecanismos de

monitoramento e avaliagdo de sua atividade biolégica (ANVISA, 2012).

1.7. Nanotecnologia: uma nova abordagem na busca por novos

antimicrobianos

A complexidade quimica dos extratos é extremamente relevante no sucesso de uma
formulacdo, pois também desempenham um papel fundamental na liberagdo do ativo. Para isso, os
veiculos de liberagdo devem, ao mesmo tempo, ser capaz de aprimorar a solubilizagdo do farmaco,
minimizar o processo de degradagao, reduzir a toxicidade, mascarar o sabor, controlar a absor¢do do
ativo bem como a resposta bioldgica (KESARWANI e GUPTA, 2013; HOLMBERG, 2002).

Como mencionado, as ciéncias fitoquimica e fitofarmacolégica estabeleceram a composicao e
atividade biolégica de numerosos produtos de plantas medicinais. A maioria dos constituintes
biologicamente ativos dos extratos, como por exemplo, os flavonoides, taninos, terpenoides, sao
altamente hidrossoluveis, mas apresentam baixa absor¢do, ou por serem incapazes de atravessar a
membrana lipidica das células ou por apresentarem tamanho molecular elevado, dificultando sua
absorcao, gerando perda de biodisponibilidade e consequentemente da eficacia. E por esse e outros
motivos que uma série de plantas medicinais e fitoterapicos apresenta potencial in vitro extraordinario,
mas demonstra pouca ou nenhuma agdo in vivo. Além disso, algumas substancias consideradas
essenciais a formulagdo acabam muitas vezes ndo sendo utilizadas simplesmente por apresentar-se
incompativel juntamente com os demais componentes da formulagéo ou até mesmo por apresentar
propriedades indesejaveis (AJAZUDDIN, 2010; MAINARDES et al., 2006).
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Diversas estratégias tecnologicas vém derrubando essa barreira, pois sdo capazes de
compartimentalizar de maneira eficiente, diversos grupos de ativos ou até mesmo alterar suas
propriedades e comportamento em meio biologico, permitindo dessa forma, a veiculagdo de tais
substéncias. As recentes descobertas da tecnologia com o intuito de aprimorar as propriedades dos
ativos tem produzido uma mudanga revolucionaria na maneira como 0s medicamentos vém sendo
administrados. Os novos sistemas de liberagéo de farmacos tém a capacidade ndo s6 de aumentar a
eficacia de diversas substancias, mas também reintroduzir outros ativos ou componentes que antes
eram descartados por apresentar tais incompatibilidades. Além disso, o aprimoramento de novas
substancias, antes que sejam efetivamente langadas no mercado ou utilizadas terapeuticamente, o
aumento da seletividade e eficacia dos ativos, a protegdo contra degradacdo térmica ou
fotodegradacéo, a redugao dos efeitos colaterais indesejados e o controle da liberagdo do ativo tornam
esse método nanotecnoldgico ainda mais atrativo (GRILL et al., 2009; VENUGOPAL et al., 2009;
CHORILLI, 2007; MAINARDES et al., 2006).

Juntamente com os avangos relacionados a vetorizagdo de farmacos, durante as ultimas
décadas, surgiu a necessidade urgente da nanociéncia e nanotecnologia com a utilizagdo de materiais
em escala nanométrica, 0s quais eram aplicados em sua grande maioria apenas na area cosmetica até
pouco tempo atras. Os avangos nanocientificos tém a capacidade de revolucionar e garantir respostas
a uma série de desafios que surgem no preparo de uma formulagdo (BAILEY e BERKLAND, 2009).
Além de melhorar a solubilidade e estabilidade dos ativos, proporcionar agéo prolongada e possibilitar a
veiculagao de substancias ativas com diferentes graus de hidrofilia/lipofilia na mesma formulagéo, outro
ponto a ser destacado é a vetorizagao diferenciada para determinados tecidos ou érgéos especificos.
Nesse contexto, a incorporagdo da nanotecnologia no aprimoramento de plantas medicinais e
fitoterapicos vem ganhando espaco significativo na literatura e comunidade cientifica (CHEN et al.,
2009; PESTANA et al., 2008; CUNHA-JUNIOR et al., 2003; SINTOV e SHAPIRO, 2004).

A industria farmacéutica, em particular, tem se interessado cada vez mais pelos avangos
nanotecnoldgicos, principalmente quando se diz respeito as vantagens relacionadas aos novos
sistemas de liberagdo modificada bem como na possibilidade de desenvolvimento de novas
formulagdes até entdo impossiveis (LEE et al., 2010).

O uso da nanotecnologia na encapsulacdo de extratos medicinais tem aberto caminho para
uma melhor atividade e sustentado a liberagdo de nanoparticulas. Desde entdo, a estratégia de
aplicagédo da nanotecnologia em extratos vegetais, em especial, vem sendo bastante citada na
literatura uma vez que os sistemas nanoestruturados demonstram ser capazes de potencializar a a¢éo
de extratos de plantas, reduzindo a dose necessaria € 0s efeitos colaterais, € melhorando sua atividade
bioldgica (GHOSH et al., 2013; RAJENDRAN et al., 2013).
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Bonifacio et al. (2014) e Kesarwani e Gupta (2013) publicaram um artigo de revisao no qual
mencionam uma série de trabalhos empregando sistemas nanoestruturados para otimizar as
propriedades de extratos vegetais. Bhatacharya e Ghosh (2009) utilizaram sistemas baseados em
lipidios para incorporacdo de extrato de cha verde e ginseng, com o objetivo de aumentar a absor¢édo
dos componentes do extrato. Su et al. (2008) desenvolveram nanoparticulas contendo extrato da raiz
de Radix salvia e observaram significativa melhora da biodisponibilidade do extrato. Sinico et al. (2005)
desenvolveram lipossomas contendo 6leo essencial de Artemisia arborescens e notaram que estes
sistemas propiciaram aumento da penetracdo dos componentes ativos desta planta na barreira
citoplasmatica viral. Rajendran et al. (2013) obtiveram nanoparticulas contendo de extrato metandlico
de Ocimum sanctum e observaram melhor a¢&o antimicrobiana para o extrato encapsulado do que na
forma livre quando testado contra E. coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus.

A efetividade de qualquer espécie de planta medicinal ou fitoterapico é dependente do
fornecimento de quantidades suficientes dos compostos ativos. Para isso, 0s novos carreadores devem
entregar o ativo em uma concentragao suficiente durante todo o periodo de tratamento, bem como
direciona-lo para o sitio de acdo desejado, requisitos ndo completamente atendidos pelas formas
convencionais de tratamento. Perda parcial ou total de uma atividade especifica pode ser observada
quando o extrato recebe tratamentos do tipo isolagdo ou purificagdo dos constituintes. Além disso,
alguns componentes séo altamente sensiveis ao pH acido do estdmago, promovendo sua destruigdo e
posterior perda do efeito desejado. Alguns extratos nao séo utilizados clinicamente justamente pelo fato
de apresentarem perda da atividade terapéutica, simplesmente por apresentarem empecilhos como
estes (AJAZUDDIN, 2010).

O uso de diferentes sistemas de liberacdo de farmacos baseados na nanotecnologia
representa uma interessante opgéo para aprimorar as propriedades mais desejadas (KESARWANI e
GUPTA, 2013; SANTOS et al., 2013). Além disso, o tamanho nano das particulas presentes nos novos
sistemas apresentam um futuro promissor na garantia da atividade e supera¢do dos problemas

associados ao uso de plantas medicinais (AJAZUDDIN, 2010).

1.7.1. Microemulsdo (ME)

A fim de definir um sistema fluido e semitransparente obtido pela titulagdo até o ponto de
clarificagdo de uma emulsdo simples com um alcool de cadeia média, como o hexanol ou o pentanol,
Hoar e Schulman, em 1943, introduziram pela primeira vez o termo microemulséo (ME).

Através da microscopia eletronica, os pesquisadores observaram que essas dispersdes
transparentes eram formadas de microgoticulas de 6leo em agua (O/A) ou agua em 6leo (A/O),
circundadas por um filme interfacial misto de tensoativo e co-tensoativo (&lcool) (Figura 9). O aspecto
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transparente da ME foi explicado pelo tamanho das goticulas, que variava de 100 a 600 nm,
significativamente menores que o da emuls&o simples inicial (LAWRENCE e REES, 2012).

Dentre os sistemas nanoestruturados, as ME estdo sendo amplamente utilizadas. As
microemulsdes podem ser definidas como emulsdes transparentes, nas quais um éleo é disperso num
meio aquoso (ou vice-versa), contendo um tensoativo, associado ou ndo a um co-tensoativo
apropriado, gerando um sistema termodinamicamente estavel e apresentando goticulas da fase interna
na ordem de nandémetros (nm). As substancias ativas podem ser veiculadas nas microemulsdes
quando s&o solubilizadas na fase oleosa ou aquosa (OLIVEIRA e SCARPA, 2001; OLIVEIRA et al.,
2002; FORMARIZ et al., 2008).

Figura 9. Representacdo esquematica da organiza¢do das microemulsdes.
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Fonte: Raman, 2003.

As MEs sdo consideradas sistemas reservatérios, uma vez que o farmaco se encontra
separado do meio de dissolugdo através de uma membrana ou interface, Figura 10, a qual deve ser
transposta para que haja sua liberagdo para o meio. Estes sistemas proporcionam um ambiente
dimensionalmente restrito, com propriedades particulares, capazes de ligar ou associar moléculas de
diferentes grupos de farmacos, com o objetivo de solubilizar, modular estabilidade ou melhorar o perfil
de biodisponibilidade (OLIVEIRA e SCARPA, 2001; FORMARIZ et al., 2010).
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Na década de 1980, Maranh&o et al. (1986) introduziram o termo ME lipidica, a fim de definir
um sistema microemulsionado rico em colesterol obtido pela técnica de sonicagdo até o ponto de
clarificagdo de uma ME comum. Além de apresentarem colesterol em sua formulagéo, tais sistemas
possuem a capacidade de se direcionarem para o interior das células, minimizando dessa maneira, 0s

efeitos toxicos apresentados pela maioria dos farmacos convencionais.

Figura 10. Microemuls&o do tipo O/A com farmaco incorporado.

Fonte: Oliveira, 2004.

Outro ponto a ser destacado é a capacidade dos sistemas nanoestruturados melhorarem a
solubilidade e estabilidade dos farmacos, além de proporcionarem agdo prolongada, vetorizagéo
diferenciada para determinados tecidos ou 6rgdos do organismo e poderem veicular substancias ativas
com diferentes graus de hidrofilia/lipofilia na mesma formulagio (CUNHA-JUNIOR et al., 2003; SINTOV
e SHAPIRO, 2004; PESTANA et al., 2008).

A presenga de tensoativos aumenta a permeabilidade da membrana celular, o que facilita a
absorgéo do farmaco e possibilita maior biodisponibilidade. Estes sistemas espontaneamente formados
possuem propriedades fisico-quimicas especificas como transparéncia e estabilidade termodinamica,
fatores que os tornam atrativos do ponto de vista da produgéo farmacéutica com o desenvolvimento de
uma alternativa terapéutica eficaz, com doses menores e efeitos colaterais reduzidos (SINTOV e
SHAPIRO, 2004; FORMARIZ et al., 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Como parte de um projeto tematico, contribuir com a avaliagdo do potencial farmacobiol6gico

do Bioma-Cerrado.

2.2. Especificos

v

Determinar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos hidroetandlicos do caule e folhas de A.
fraxinifolium, A. graveolens e A. urundeuva frente aos micro-organismos E. coli, S. aureus, S.
setubal, C. albicans, com destaque ao H. pylori,

Incorporar os extratos vegetais em sistemas nanoestruturados;

Testar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos vegetais incorporados no sistema
nanoestruturado;

Avaliar a estabilidade do sistema desenvolvido apds o periodo de trés meses;

Determinar o indice de citotoxicidade (ICso) e de seletividade (IS) dos extratos incorporados ou
nao no sistema nanoestruturado, utilizando células epiteliais VERO;

Avaliar a atividade do extrato que apresentar melhor atividade e seletividade frente a um modelo

experimental in vivo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

- 17-B estradiol - Sigma Aldrich®

- acido 3-[N-morfino] propanossulfonico (MOPS) - Sigma-Aldrich®
- agar Meller-Hinton (AMH) - Difco®

- agar Sabouraud Dextrose (ASD) - Difco®

- agar Maeller Hinton + 5% de sangue de cameiro (AS) - Biomérieux®
- amoxicilina - Unido Quimica®

- ampicilina - Sigma-Aldrich®

- anfotericina B - Sigma-Aldrich®

- caldo Mieller-Hinton (CMH) - Difco®

- caldo Sabouraud Dextrose (CSD) - Difco®

- ciclofosfamida (CPA) - Sigma®

- cloranfenicol - Sigma®

- cloreto de sddio - J.T.Baker®

- cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) - Sigma®

- colesterol 94% - Sigma®

- dimetilsulféxido (DMSO) - Sigma Aldrich®

- fosfatidilcolina de soja (FS) - Epikuron®

- fosfato de sddio dibasico - J.T.Baker®

- fosfato de sddio monobasico - Reagen®

- fluconazol - Sigma-Aldrich®

- gentamicina - Sigma-Aldrich®

- glicerol - Sigma-Aldrich®

- glicose - Reagen®

- hidréxido de sddio - Atena®

- leitor de microplacas SpectraFluor Plus - TECAN®
- meio RPMI-1640 - Sigma-Aldrich®

- meio DMEM - Vitrocell®

- polioxietileno 20-cetil éter (Brij 58®) - Sigma®

- resazurina - Sigma-Aldrich®

- soro fetal bovino (SFB) - Vitrocell®
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- tripsina/EDTA - Vitrocell®

3.2. Equipamentos
- autoclave vertical - Phoenix®
- balanga analitica - Shimadzu®
- banho-maria 100 - Fanem?®
- bomba de vacuo - Millipore®
- camara de fluxo laminar - Veco®
- cdmara de Neubauer - Boeco® Germany
- centrifuga Excelsa 206BL - Fanem®
- espectrofotdmetro de microplacas Epoch - Biotek®
- estufa incubadora com atmosfera de CO2 (3110 Forma Series Il water Jacketed CO Incubator) -
Thermo Electron Corporation®
- estufa de incubagao bacterioldgica - Fanem®
- estufa de incubagao bacterioldgica com CO, . Forma Scientific®
- microscopio invertido TS100 - Nikon Eclipse®
- microscopio 6tico comum - Olympus CH20®
- peagdmetro - Marconi®
- purificador de agua destilada - Millipore®
- purificador de agua mili-Q - Millipore®
- sonicador de haste Q700 - QSonica®
- ultrassom - Thornton®
- vortex mixer SA8 - Stuart®

- Zetasizer Nano NS - Malvern Instruments®

3.3. Extratos vegetais

3.3.1. Obtengdo e procedéncia
Os extratos hidroetanolicos utilizados foram obtidos pelo doutorando Leonardo Perez de
Souza, do projeto BIOTA-FAPESP e cedidos pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas, do Campus Experimental
do Litoral Paulista - UNESP - Sao Vicente.
As folhas e caules de A. fraxinifolium foram coletados em dezembro de 2007 no municipio de
Porto Nacional (TO) pelo Prof. Dr. Cristiano B. Pereira. Exsicatas foram depositadas no Herbario da
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Universidade de Tocantins em Palmas (TO) sendo identificadas pelo Prof. Dr. Eduardo R. dos Santos,
obtendo o numero de registro 333.

As folhas e caules de A. graveolens foram coletados em outubro de 2007 em viagens de
campo no Bosque dos Jequitibas no municipio de Campinas (SP) pela pés-graduanda Eliana Ramos
do Instituto Agronémico de Campinas (Campinas). Exsicatas foram depositadas no herbario da
Universidade Estadual de Campinas, sendo identificadas pelo Prof. Dr. Jorge Tamashiro do Instituto de
Biologia (UNICAMP) obtendo o nimero de registro 148133.

As folhas e caules de A. urundeuva foram coletados em novembro de 2007 em viagens de
campo nos municipios paulistas de Balsamo e Votuporanga pelo pés-graduando Leonardo Perez de
Souza. Exsicatas foram depositadas no herbario da Universidade Estadual de Campinas sendo
identificadas pelo Prof. Dr. Jorge Tamashiro obtendo o nimero de registro 1446.

Os extratos foram obtidos pelo método de extragao exaustiva de percolagao simples segundo a
Farmacopeia Brasileira (2010). O processo teve inicio com o intumescimento prévio de uma quantidade
do pd com etanol 70% (v/v) durante 2 horas fora do percolado. Apds esse periodo, o percolado foi
empacotado com a mistura (p6 + etanol 70%). O empacotamento foi feito de uma forma mais
homogénea possivel, evitando a formacdo de bolhas ou buracos no contetido alocado dentro do
percolador. A altura do enchimento obedeceu a proporgdo de 5:1 (cada 5 referente ao percolador, 1 do
pd da espécie) em relacdo ao tamanho do percolador. A vazdo do percolado ficou em 1,0 a 2,0
mL/min/Kg de droga vegetal comum tamanho médio de particula de 1a 3 mm.

Apos a extragdo, os percolados foram rotaevaporados sob presséo reduzida, em temperatura
50 °C. Os extratos foram transferidos para vidros tarados e deixados em capela até completa
eliminagdo do solvente. Quando necessario, os extratos foram liofilizados para completa remogéo da

agua.

3.3.2. Preparo das solugoes dos extratos

Os extratos foram diluidos na concentragé@o de 2000 pg/mL em dimetilsulféxido - DMSO (20%)

e caldo Mueller Hinton - CMH (80%), como solugéo-estoque até o inicio dos experimentos.

3.3.3. Espectro de absorgdo

Os extratos vegetais adequadamente dissolvidos foram submetidos a leitura em
espectrofotometro (absorvancia - Abs) num intervalo de leitura de 400 a 700 nm, para a determinagéo

do comprimento de onda de absorgéo dos mesmos.
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A partir dessas analises, foi possivel avaliar o comprimento de onda méaximo de absor¢éo dos
extratos vegetais e verificar a possivel interferéncia da coloragdo nas leituras de absorbancia para

determinar o comprimento de onda na determinagdo dos CIMs dos extratos.

3.4. Cepas microbianas

Foram utilizadas as cepas padrdo: E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, S. setubal
ATCC 19196, H. pylori ATCC 43504 e C. albicans ATCC 18804.

3.4.1. Estocagem e manutengdo

As cepas bacterianas, com excegao do H. pylori, foram mantidas em CMH acrescido de 20%
de glicerol e mantido a -20 °C. Para uso, as cepas foram repicadas em CMH (2 mL), incubados por 24
horas a 37 °C.

A cepa de H. pylori foi mantida em CMH contendo 50% de soro fetal bovino (SFB) acrescido de
50% de glicerol e mantido a -20 °C. Para o uso, o H. pylori foi repicado em CMH acrescido de 50% de
SFB e incubado a 37 °C, por 72 horas em 10% de CO2 e umidade.

A levedura foi mantida em caldo Sabouraud Dextrose (CSD) acrescido de 20% de glicerol e

mantida a -20 °C. Para o uso, foi repicada em 2 mL de CSD e incubada a 37 °C por 48 horas.

3.5. Avaliagdo da atividade antibacteriana

3.5.1. Padronizagdo da suspensdo bacteriana

As suspensdes bacterianas foram padronizadas a partir de uma cultura de 24 horas, em CMH,
para as bactérias E. coli, S. aureus e S. setubal, adicionando-se PBS pH=7,2 estéril até atingir turvacdo
igual a suspenséo do tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL). Em
seguida foi verificada a leitura espectrofotométrica a 620 nm para confirmagdo da concentragdo de
micro-organismos. Posteriormente, foi realizada uma diluigdo 1:10 em CMH, obtendo-se uma
suspensao de 1,0 x 107 UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios (CLSI, 2006a).

Para H. pylori, a suspensao foi padronizada a partir de uma cultura em AS de 72 horas com
10% de CO., adicionando-se CMH acrescido de 50% de SFB até atingir uma turvagdo igual a
suspensao do tubo 2 da escala McFarland (aproximadamente 6 x 108 UFC/mL). Em seguida foi
verificada a leitura espectrofotométrica a 570 nm para confirmagdo da concentragdo de micro-
organismos. Posteriormente, foi realizada uma diluicdo 1:10 em CMH acrescido de 50% de SFB,

obtendo-se uma suspensao de 6 x 107 UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios (CLSI, 2006b).
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3.5.2. Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

3.5.2.1.  Realizagéo do teste

A técnica de diluicdo em microplacas (96 pogos) foi utilizada para a determinagdo da CIM,
seguindo-se a norma M7-A6 do Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006a) para
as bactérias aerdbicas e adaptado para as fastidiosas, seguindo suplemento M100-S16 do CLSI
(2006b).

Os orificios das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 80 uL de CMH para E. coli, S.
aureus e S. setubal, e 80 UL de CMH acrescido de 50% de SFB para H. pylori. Em seguida foram
acrescentados 100 pL das solugbes dos extratos vegetais e realizada a dilui¢do seriada de 1000 a 7,8
pg/mL. Adicionalmente foram distribuidos 20 UL das suspensdes dos micro-organismos em cada
orificio das microplacas. Como controles positivos foram utilizados a amoxicilina (100 pg/mL) para H.
pylori e a ampicilina (50 pg/mL) para as demais bactérias. Também foram realizados o controle do
meio de cultura, o controle de crescimento bacteriano, o controle dos extratos vegetais e o controle
negativo (solventes).

Procedeu-se a incubagédo das microplacas a 37 °C durante 24 horas para E. coli, S. aureus e S.
setubal, e a 37 °C por 72 horas sob condicdo de microaerofilia para H. pylori. Em cada microplaca
foram testados trés extratos vegetais em duplicata. Os testes foram realizados em triplicata. A Figura

11 mostra esquematicamente a organizagéo dos testes nas microplacas.

Figura 11. Representacao da microplaca para determinagéo da CIM.
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3.5.2.2.  Leitura espectrofotométrica
Apos a incubagao, as microplacas foram submetidas a leitura de absorbancia a 595 nm, em
espectrofotometro de microplacas, obtendo-se valores a partir dos quais foram construidos graficos que
expressam a porcentagem de viabilidade dos micro-organismos de acordo com Gudifia et al. (2010).
A inibicdo do crescimento microbiano foi evidenciada pela auséncia de crescimento no meio,
sendo considerada determinada a CIM a menor concentragdo do extrato vegetal capaz de inibir o
crescimento de 90% das cepas (HORNER et al., 2008; HAWSER e ISLAM, 1999).

3.5.2.3.  Determinagéo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM)
Apos a leitura espectrofotométrica, foram realizadas as determina¢des da CBM. Com auxilio de
hastes de madeira estéreis, a mistura de cada pogo da microplaca foi replicada em placa de AS para H.
pylori e agar Mueller-Hinton (AMH) para as demais bactérias. As placas foram incubadas a 37 °C por
24 horas para E. coli, S. aureus e S. setubal, e a 37 °C por 72 horas sob condi¢do de microaerofilia

para H. pylori. Apds incubacao as placas foram analisadas para o crescimento ou nao das bactérias.

3.5.2.4.  Leitura com revelador

Foram realizadas leituras com o revelador resazurina (100 ug/mL) do qual 30 pL foi adicionado
em cada orificio das microplacas nos testes com bactérias. No decorrer de 2 horas a presenga de cor
azul representa auséncia de crescimento e de cor rosa, presenga de crescimento bacteriano
(PALOMINO et al., 2002).

A resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-ona10-6xido) é considerada o indicador mais utilizado
em condicdes de reducdo em meios de cultura (FUKUSHIMA et al., 2003). O mecanismo baseia-se na
reducdo da resazurina (cor purpura) em resorufina (cor rosea) (Figura 12). A resazurina tem uma
correlagao direta com a quantidade/proliferagdo de organismos vivos, que incluem células bacterianas
e até células de mamiferos (O’'BRIEN et al., 2000).

Figura 12. Reacgéo de oxirredugéo da resazurina.
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3.6. Avaliagdo da atividade antifingica

3.6.1. Padronizagdo da suspensdo flngica
A suspensdo fungica foi padronizada a partir de uma cultura de 48 horas, em CSD,
adicionando-se PBS pH=7,2 estéril até turvagao correspondente a 5 x 108 UFC/mL (escala 0,5 de
McFarland). Em seguida foi realizada a leitura espectrofotométrica a 530 nm para confirmagao da
concentragao das leveduras. Posteriormente, a suspensao fungica foi diluida 1:100, seguida de outra
diluicdo 1:20 em PBS, obtendo-se uma suspenséo de 2,5 x 103 UFC/mL, para utilizagdo nos ensaios
(CLSI, 2008).

3.6.2. Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

3.6.2.1.  Realizagéo do teste

A CIM foi determinada pela técnica de diluigdo em microplacas (96 orificios) de acordo com as
metodologias descritas segundo a norma M27-A3 do CLSI (2008) e Duarte et al. (2005), com
modificagbes. Os orificios das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 100 uL de RPMI-1640
(tamponado com MOP’s). Em seguida foram acrescentados 100 WL das solugdes dos extratos vegetais
e realizada a diluicdo seriada de 1000 a 7,8 pg/mL. Adicionalmente, foram distribuidos 100 uL da
suspensao de levedura em cada orificio das microplacas. Como controles positivos foram utilizados a
anfotericina B (32 pg/mL) e o fluconazol (256 pg/mL). Também foram realizados o controle do meio de
cultura, o controle de crescimento bacteriano, o controle dos extratos vegetais e o controle negativo
(solventes). As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 48 horas. Em cada microplaca

foram testados trés extratos vegetais em duplicata. Os testes foram realizados em triplicatas.

3.6.2.2.  Leitura espectrofotométrica
Apo6s a incubagao, as microplacas foram submetidas a leitura de absorbancia a 595 nm, em
espectrofotometro de microplacas, obtendo-se valores dos quais foram construidos graficos que
expressam a porcentagem de viabilidade dos micro-organismos de acordo com Gudifia et al. (2010).

3.6.2.3.  Determinagéo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

Apos a leitura espectrofotométrica, foram realizadas as determinagdes da CFM. Com auxilio de

hastes de madeira estéreis, a mistura de cada pogo da microplaca foi replicada em placa de ASD. As
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placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas e ap6s incubagédo as placas foram observadas pelo

crescimento ou ndo das leveduras.

3.6.2.4.  Leitura com revelador

Foram realizadas leituras com o revelador cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) a 2 %, do qual
20 uL foram adicionados em cada orificio das microplacas. No decorrer de 2 horas 0s pogos que
apresentaram atividade permanecem incolores, enquanto 0s po¢os nos quais houve crescimento
microbiano coram de vermelho (DUARTE et al., 2005)

O TTC é um indicador de oxirredugao utilizado para diferenciar tecidos metabolicamente ativos
daqueles n&o ativos, principalmente viabilidade celular. O mecanismo baseia-se na redugdo enzimatica
do 2,3,5-trifeniltetrazélio (incolor) em 1,3,5-trifenilformazan (cor avermelhada) (Figura 13), em tecidos
vivos devido a atividade de varias desidrogenases, enzimas importantes na oxidagcdo de compostos

organicos e portanto no metabolismo celular (GABRIELSON et al., 2002).

Figura 13. Reagdo de oxirredugéo do TTC.
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3.7. Calculo da viabilidade microbiana

A partir da leitura espectrofotométrica foi determinada a viabilidade microbiana para cada
micro-organismo, que foi calculada através da porcentagem de inibi¢do do crescimento microbiano, em
diferentes concentragbes das substéncias testadas (extratos livres e incorporados), para cada micro-

organismo de acordo com a equacao:
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% Inibi¢ao do crescimento microbiano = [1- (Ac/Ag)] x 100

onde: Ac representa a média das absorbancias por concentragdo de substancia testada e j& subtraida
do valor da absorbéncia obtida para cada concentragéo de substancia sem a adigao do indculo e Ag a
média das absorbancias do controle de crescimento microbiano (sem a substancia testada) (GUDINA
et al.,, 2010). O resultado final representa a porcentagem de células microbianas que a substéncia

testada foi capaz de inibir.

3.8. Desenvolvimento do sistema nanoestruturado

Para o desenvolvimento do sistema nanoestruturado foi utilizada metodologia baseada no
trabalho de Formariz (2010), com adaptagdes. Os experimentos de formulagdo da ME lipidica e
incorporagao dos extratos de Astronium sp foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr. Marlus
Chorilli (Departamento de Farmacos e Medicamentos) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara - UNESP.

3.8.1. Composigdo da Formulagdo
A ME lipidica é composta de:
- colesterol (fase oleosa) — 10%
- tampéo fosfato pH=7,4 — 80%
- sistema tensoativo — 10%, sendo deste, 66,7% de polioxietileno 20-cetil éter (Brij 58%) e 33,3% de
fosfatidilcolina de soja (FS - Epikuron® 200).

3.8.2. Preparo do sistema tensoativo
Cerca de 66,7% de Brij 582 foi adicionado no gral e macerado; em seguida, acrescentou-se
33,3% de FS misturando-se adequadamente para garantir uma completa homogeneizagdo. A mistura

obtida foi armazenada sob refrigeragéo.

3.8.3. Preparo da formulagdo
A formulagéo foi preparada da seguinte forma: em um frasco transparente foram transferidas
quantidades de colesterol, que funcionou como fase oleosa (FO), e de Brij 58® e FS como sistema
tensoativo (T), na proporgéo de 2:1. Foi construido um diagrama de fases, fixando-se a proporgao de
tensoativo e fase oleosa, e procedendo a titulagdo com a fase aquosa - FA (tampé&o-fosfato 50 mmol L
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pH=7,4). A mistura foi sonicada usando sonicador de haste (Q700 da QSonica®) (Figura 14) utilizando
as seguintes condigdes: poténcia de 700 watts, amplitude de 15%, modo descontinuo, por 10 minutos
com intervalo de 30 segundos a cada dois minutos, com banho de gelo durante todo o processo de
sonicagdo. Apds sonicagéo, as MEs foram centrifugadas a 11.180 (x g) por 15 minutos, para eliminar
os residuos de titanio liberados pela haste do sonicador. Todas as regibes dos sistemas foram
classificadas visualmente como sistemas viscosos ou liquidos opticamente transparentes, translucidos
Ou opacos, viscosos semitransparentes ou ainda separacdo de fases. Desse modo, foi possivel
delimitar as diferentes regides no diagrama de fases. A partir desses dados, foram selecionadas as

regides dos sistemas para a incorporagéo das fragdes do extrato.

Figura 14. Esquema e fotos do preparo da formulagao.

Fonte: Autora

3.8.4. Incorporagdo dos extratos na microemulsdo lipidica
Ap6s obter a ME, incorporou-se os extratos de Astronium sp através do seguinte procedimento
experimental: em um frasco adequado, adicionou-se 0,004 g do extrato em 2 mL da ME lipidica e
homogeneizou-se a mistura sonicando por 3 minutos, amplitude de 15% em modo descontinuo, com
banho de gelo, para que houvesse a incorporagao do material na ME lipidica na concentragéo de 2000

pg/mL.

3.9. Desenvolvimento dos sistemas

3.9.1. Caracterizagdo estrutural dos sistemas

3.9.1.1.  Analise do tamanho das goticulas (espalhamento de luz dindmico)
A determinagéo do didmetro das goticulas foi realizada pela técnica de correlagdo de fotons,
usando equipamento de espalhamento dindmico de radiagéo laser — Light Scattering (Zetasizer Nano

NS — Malvern Instruments®). Este é particularmente sensivel para determinar pequenas mudancas no
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didmetro médio, tais como aquelas devido as camadas adsorvidas na superficie da particula ou
pequenas variagbes no processo de manufatura. Quando um feixe de luz passa através de uma
disperséo coloidal, as particulas ou gotas espalham a luz em todas as direcées. E possivel, entao,
observar flutuagbes tempo-dependentes na intensidade do espalhamento através de um detector que
processa os dados e envia a um computador. A partir dessa técnica, calculou-se o raio hidrodinamico

das particulas coloidais da equacéo de Stokes-Einstein (equacéo 1):
D = KT/6mmRh  (equagéo 1)

sendo que: D: coeficiente de difuséo das particulas; K: constante de Boltzmann (1,3807 x 10-23 NmK-1);
T: temperatura absoluta (293,15 K); m: 3,141592; n: viscosidade (1,002 x 10-3 NM-2s); Rh: raio
hidrodinamico.

A ME foi analisada em um analisador de goticulas. As amostras foram colocadas na camara de
analise de modo que o feixe de laser atravessasse a disperséo em toda a sua extensdo. A temperatura
do sistema foi mantida a 20 °C, o comprimento de onda do laser foi de 532 nm e o indice de refragéo
de acordo com o indice observado para cada amostra analisada. Foram realizadas 10 determinagdes
do didmetro médio e indice de polidispersidade (IPD) das goticulas de cada amostra (n=3), com a
duracéo total de 5 min. Apds o periodo de trés meses, as MEs foram novamente avaliadas quanto a

sua estabilidade e dessa forma observar possiveis alteragdes no didmetro das particulas.

3.10. Testes citolégicos para determinacio do Indice de

Citotoxicidade e Seletividade

3.10.1. Citotoxicidade (ICs0)

Os experimentos foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr. Fernando Rogério Pavan e
a mestranda Erica de Oliveira Lopes (Departamento de Ciéncias Bioldgicas) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara — UNESP. Os ensaios para a determinagdo do ICso ou Viabilidade
Celular foram realizados in vitro frente a linhagem VERO (ATCC CCL-81™), As células foram mantidas
a 37 °C, com 5% de CO», em garrafas com superficie de 12,5 cm?2, contendo 10 mL de meio de cultura
DMEM, suplementado com 10% de SFB, sulfato de gentamicina (50 mg/L) e anfotericina B (2 mg/L).

O ensaio de citotoxicidade foi realizado conforme padronizado por Pavan et al. (2010). A
técnica consiste em coletar células utilizando uma solugao de tripsina/EDTA, centrifugacédo (2000 rpm
por 5 minutos) e contagem do nimero de células em cadmara de Neubauer ajustando para 3,4 x 10°
células/mL em meio DMEM. Desta suspenséo, foram depositados 200 puL em cada orificio de uma

Bruna Vidal Bonifdcio




56
MATERIAL E METODOS

microplaca de 96 orificios obtendo-se uma concentracdo celular de 6,8 x 104 células/pogo. As células
foram incubadas a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO. por 24 horas a fim de garantir a aderéncia
celular a microplaca. Em seguida, foram preparadas diluigdes seriadas dos extratos a serem testados
(1000 a 3,9 ug/mL), os quais foram adicionados as células ap6s a retirada do meio, sendo novamente
incubadas por 24 horas. A citotoxicidade dos extratos foi determinada pela adigdo de 30 pL do
revelador resazurina e leitura ap6s 6 horas de incubagéo. A leitura foi realizada no leitor de microplacas
SpectraFluor Plus, utilizando-se filtros de excitacdo e emissdo nos comprimentos de ondas de 530 e
590 nm respectivamente. O |Cs foi definido como a maior concentragéo dos extratos capaz de permitir

a viabilidade de pelo menos 50% das células.

3.10.2. Indice de seletividade (IS)

O IS é calculado pela diviséo dos valores de ICso pelos valores de CIM. Um IS igual ou superior
a 10 indica que os extratos em anélise podem ser aplicados na concentragao 10 ou mais vezes acima
do valor de CIM sem apresentar citotoxicidade (ORME et al., 2001). Quanto maior o valor de IS, mais
ativo contra o micro-organismo e menos citotdxico para o hospedeiro o extrato analisado €, sendo

assim considerada uma amostra promissora (IS>10).

3.11. Ensaio /n vivo para CVV

O ensaio de CVV foi realizado de acordo com a metodologia descrita em Aratjo (2013), com
modificagcdes. Ratas Wistar fémeas (n=5) com peso médio entre 150 - 200 g e 8 semanas de idade
permaneceram durante todo o experimento no biotério do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP/Araraquara). As condi¢gdes ambientais foram
devidamente programadas de forma que a temperatura permanecesse adequada e com 12 horas de
ciclo claro/escuro e, sem qualquer restricdo de alimento e agua (experimento aprovado com protocolo
nimero 34/2013 pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Ciéncias Farmacéuticas).

O ensaio foi realizado com diferentes grupos, os quais foram tratados com: o creme vaginal
antifingico (controle positivo de agdo antifingica); DMSO 20% (controle do solvente do extrato ndo
incorporado); o extrato solubilizado em DMSO (tratamento com o extrato néo incorporado); ME base
(controle da ME sem o extrato) e o extrato incorporado na ME (tratamento com o extrato incorporado).
Além disso, foram utilizados animais como controle negativo e positivo de infecgdo, ou seja, nao
infectados e infectados e ndo tratados, respectivamente.

Inicialmente os animais foram imunossuprimidos com a administragéo intraperitoneal (0,3 mL

na concentragdo de 50 mg/Kg de peso corporeo — dose unica) de ciclofosfamida (CPA). Em seguida,
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cada animal recebeu, por via subcuténea, a solugdo de estradiol (0,1 mL na concentragéo de 0,2
mg/animal). A administracdo de CPA foi realizada 1 vez ao dia durante o periodo necessario para que
todos os animais atingissem o estado pseudo-estro (falso-cio), que foi avaliado através da lavagem
vaginal com 0,1 mL de PBS estéril. O fluido a fresco foi observado microscopicamente (40x) para que
0s animais pudessem ser classificados quanto ao ciclo estral.

Apos a confirmagéo da fase pseudo-estro em todos os animais, 0s mesmos foram infectados
com C. albicans ATCC 18804, cuja cultura foi inicialmente cultivada em Agar Sabouraud Dextrose
(ASD) e apds 48 horas padronizada em PBS pH=7,2 estéril. Depois de confirmada a concentragao de 5
x 107 UFC/mL, realizada através da contagem em camara de Neubauer, os animais foram infectados
através da administragao intravaginal de 0,1 mL da suspensdo padronizada. Depois de 2 dias, 0s
animais foram submetidos a lavagem vaginal para monitoramento da infec¢do, no qual o fluido vaginal
foi diluido, e posteriormente semeado em ASD + cloranfenicol. Apds incubagdo a 37 °C durante 48
horas foi realizada a contagem do nimero de coldnias e 0 sucesso da infecgao foi considerado quando
o0 animal apresentasse UFC/mL superior a 100.

O tratamento iniciou-se logo apds a confirmagao de que todos os animais estavam realmente
infectados, e ocorreu da mesma forma para todos os grupos (2 x por dia, durante 8 dias consecutivos)
onde 0,1 mL da amostra foi administrada por via intravaginal. A avaliagdo do tratamento foi realizada
através da lavagem vaginal com 0,1 mL de PBS pH=7,2 estéril, e o fluido semeado em meio ASD +
cloranfenicol (37 °C por 48 horas) para realizacdo da contagem de colénias. Uma semana ap6s o
término do tratamento, os animais passaram por lavagem vaginal diaria a fim de verificar a possivel

recidiva de infecgéo, sendo no Ultimo dia de experimento realizada a eutanasia dos animais.
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Figura 15. Esquema do tratamento do ensaio anti-CVV in vivo.
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Lav. Lav.
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1
Tratamento
17 18 19 20 21 22 23 24
1
Lavagem Sacrificio
Lav. — Lavagem; CPA — Ciclofosfamida; Estrad. — Estradiol; Infec. — Infecgdio

Fonte: Autora
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4. RESULTADOS

4.

urundeuva nao incorporados no sistema nanoestruturado est&o apresentados na Tabela 1.

1. Determinagdo da CIM dos extratos vegetais

A CIM dos extratos hidroetandlicos do caule e folhas de A. fraxinifolium, A. graveolens e A.

Tabela 1. CIM dos extratos hidroetanélicos de caule e folhas das espécies de Astronium sp incorporados ou ndo no sistema
nanoestruturado através da revelagdo com resazurina (0,01%) e TTC (2%).

CIM (ug/mL)
Extratos vegetais Micro-organismos
E. coli S. aureus S. setubal H. pylori C. albicans
A. fraxinifolium
AEC nao incorporado > 1000 > 1000 > 1000 >1000 >1000
incorporado >1000 500 >1000 >1000 62,5
AFF nao incorporado > 1000 > 1000 > 1000 >1000 >1000
incorporado > 1000 1000 > 1000 >1000 250
A. graveolens
AGC nao incorporado > 1000 > 1000 > 1000 >1000 >1000
incorporado > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 62,5
AGE nao incorporado > 1000 250 > 1000 >1000 >1000
incorporado >1000 250 >1000 >1000 125
A. urundeuva
AUC nao incorporado > 1000 > 1000 > 1000 >1000 >1000
incorporado > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 62,5
AUE nao incorporado >1000 125 > 1000 >1000 125
incorporado >1000 125 > 1000 >1000 15,62
Ampicilina 6,25 0,15 2,5 - -
Amoxicilina - - - 1,56 -
Anfotericina B - - - - 0,06
Fluconazol - - - - 8

(-) ndo testado

Os extratos hidroetandlicos de Astronium sp estudados nao apresentaram atividade contra E.

coli, S. setubal e H. pylori nas concentracdes testadas. De forma semelhante, os extratos de A.

fraxinifolium (caule e folhas), e caule de A. graveolens e A. urundeuva ndo demonstraram atividade

antimicrobiana. O extrato hidroetandlico das folhas de A. urundeuva apresentou atividade contra S.
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aureus e C. albicans com CIM=125 ug/mL. O extrato hidroetandlico das folhas de A. graveolens foi
ativo apenas para S. aureus (CIM=250 ug/mL). A ampicilina apresentou CIMs de: 6,25; 0,15 e 2,5
Mg/mL para E. coli, S. aureus e S. setubal, respectivamente; amoxicilina com CIM de 1,56 pg/mL para
H. pylori; anfotericina B de 0,06 pg/mL e fluconazol de 8 ug/mL para C. albicans.

As Figuras 16 e 17 mostram representativamente um ensaio revelado com resazurina 0,01% e

TTC 2% para as bactérias e levedura, respectivamente.

Figura 16. Foto do ensaio de microdiluicéo com bactérias revelado com resazurina (0,01%).

N
'

£ —
Fonte: Autora
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4.2. Incorporagdo dos extratos no sistema nanoestruturado

4.2.1. Desenvolvimento do sistema

O sistema foi desenvolvido utilizando os componentes: 6leo (colesterol), agua (tampéo fosfato
pH=7,4) e a mistura de tensoativo, em diferentes concentragdes. Foram obtidos pontos com diferentes
caracteristicas estruturais de acordo com a variagéo do 6leo e agua.

O diagrama de fases (Figura 18) mostra as caracteristicas de pontos com SLT, SVO, SF, SVT
e SVST. Observaram-se regides chamadas SLT (Sistema Liquido Transparente), onde ha baixa
concentrac@o de o6leo (10%) e tensoativo (10-30%); SVO (Sistema Viscoso Opaco) encontrados na
regiao inferior e central do diagrama com baixa concentragéo de 6leo (20-50%) e tensoativo (10-20%);
SF (Separagdo de Fases) em concentragdes baixas de agua (10-40%) e tensoativo (10-40%); SVT
(Sistema Viscoso Transparente) com a concentragdo da fase oleosa entre 10 a 30% e de tensoativo
entre 30 a 70%; e SVST (Sistema Viscoso Semitransparente) com baixa concentragao de agua (10%) e

altas concentragdes de tensoativo (50-80%).

Figura 18. Diagrama de fases segundo regides observadas no sistema.

A‘n’F&fﬁ. VaVaVal
2y /avaVa\"-VaVaVA
AN (aVaVaValaVaVaVi

FA a 10 20 30 40 50 &0 70 20 S0 100 FD.

S0

©5LT Sistema Liquido Transparente - ponto escolhido para incorporar os extratos
@ SLT= Sistema Liquido Transparente
@ SVO = Sistema Viscoso Opaco
@ SF = Separagdo de Fases
® SVT = Sistema Viscoso Transparente
U SVST = Sistema Viscoso Semitransparente

Fonte: Autora

Bruna Vidal Bonifdcio




62
RESULTADOS

O ponto escolhido para o estudo foi a formulagéo 1, (destacada com um circulo vermelho) que
é composta por 10% de colesterol, 10% de tensoativo e 80% de fase aquosa. Por ter sido considerada
a formulagdo mais liquida e transparente do diagrama de fases, ou seja, a mais adequada para o
trabalho, essa formulagdo foi escolhida para a incorporagdo dos extratos vegetais. A Figura 19

apresenta o sistema nanoestruturado antes (base) e apds a incorporagdo dos extratos vegetais.

Figura 19. Sistema nanoestruturado: base e extratos incorporados (2000 pg/mL).
¥ - a 7

AFF AG6C AGF AUC

BASE AFC AUF

Fonte: Autora

4.2.2. Caracterizagdo estrutural do sistema

4.2.2.1.

A Tabela 2 apresenta os valores das médias e desvio-padrao dos tamanhos das particulas e o

Analise do tamanho das goticulas (espalhamento de luz dindmico)

IPD para o sistema nanoestruturado (base) e para os extratos incorporados na ME. O IPD mede a
homogeneidade entre a média dos tamanhos das particulas em relagdo ao desvio-padréo, onde quanto
menor o IPD, maior a uniformidade apresentada pelas particulas (GOYAL et al., 2012). A fim de avaliar
o0 grau de estabilidade desse sistema, a analise foi realizada logo apds o preparo da microemulséo e

incorporagao dos extratos (tempo 0), bem como apds o periodo de trés meses (tempo 3).

Tabela 2. Valores das médias e desvio-padrdo dos tamanhos das particulas e IPD para a microemulsdo (base) e para 0s
extratos incorporados na microemuls&o apds o preparo (tempo 0) e trés meses depois (tempo 3).

5 Tamanho das Particulas (nm) indice de Polidispersidade
Formulagao
Tempo 0 Tempo 3 Tempo 0 Tempo 3
Base 117,2 £ 1,966 123,1 £ 0,8386 0,245 + 0,006 0,243 + 0,008
AFC 123,6 £ 0,2517 146,0 £ 0,3512 0,222 + 0,003 0,204 + 0,006
AFF 133,1 £ 0,5508 148,4 £ 1,210 0,276 + 0,008 0,198 +0,007
AGC 126,7 £0,7024 152,4 + 2,402 0,249 + 0,007 0,211 £ 0,005
AGF 135,4 £ 0,5508 156,9 £ 3,350 0,237 £ 0,002 0,227 + 0,004
AUC 141,9 £ 1,137 154,1 £ 0,6557 0,268 + 0,000 0,232 £ 0,006
AUF 146,7 £ 1,825 184,5 £ 0,8888 0,255+ 0,010 0,355 + 0,003
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No intervalo de trés meses foi possivel observar algumas mudangas entre os valores do
tamanho das particulas e do IPD tanto na ME base quanto na ME contendo os extratos de Astronium
sp. De uma maneira geral, ap6s o periodo de trés meses, as particulas do sistema desenvolvido

sofreram um aumento em seu didmetro que variou de 5,9 nm (ME base) a 37,8 nm (AUF).

4.3. Determinagdo da CIM dos extratos vegetais incorporados no

sistema nanoestruturado

A CIM dos extratos hidroetandlicos do caule e folhas das espécies de Astronium sp
incorporados ou ndo no sistema nanoestruturado estdo apresentadas na Tabela 1. Ap6s a
incorporagao no sistema nanoestruturado desenvolvido, os resultados demonstram que apenas alguns
extratos de Astronium sp tiveram sua atividade potencializada. Os extratos testados contra E. coli, S
setubal e H. pylori ndo foram ativos contra estes micro-organismos mesmo ap6s sua incorporagao. Em
relacdo ao S. aureus apenas 0s extratos hidroetandlico do caule (CIM=500 pg/mL) e das folhas
(CIM=1000 pg/mL) da espécie A. fraxinifolium modificaram sua atividade ap6s incorporagéo.

Ressaltamos os resultados obtidos com C. albicans, nos quais os extratos de caule e folha de
todas as espécies de Astronium sp tiveram sua atividade potencializada. Os extratos do caule das trés
espécies, que antes da incorporagao nao haviam apresentado atividade (CIM>1000 pg/mL), passaram
a apresentar CIMs de 62,5 ug/mL. Em relagdo aos extratos das folhas de A. fraxinifolium e A.
graveolens, que também ndo haviam apresentado atividade (CIM>1000 pg/mL), passaram a
apresentar CIMs de 250 e 125 ug/mL, respectivamente. Em relagdo ao extrato da folha de A.
urundeuva, que ja havia apresentado CIM de 125 pg/mL antes da incorporagao, teve sua atividade
potencializada ao apresentar CIM ainda menor, de 15,62 ug/mL.

As Figuras de 20 a 22 apresentam os resultados de inibi¢do de crescimento microbiano nas
concentragdes de 1000 a 7,81 ug/mL frente a E. coli, S. aureus, S. setubal, H. pylori e C. albicans, que

foram realizados através da leitura espectrofotométrica.

4.4, Determinagdo da CBM e CFM

As CBM e CFM foram realizadas para os extratos que apresentaram atividade frente a pelo
menos um dos micro-organismos. Os pogos das microplacas que apresentaram auséncia de
crescimento e, portanto atividade do extrato foram plaqueadas e posteriormente analisadas pelo
crescimento de micro-organismos. Em comparagéo ao CIM pode-se observar que os valores de CBM e
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CFM encontrados coincidem com seus respectivos valores de CIM, mostrando dessa maneira que as

amostras testadas apresentaram efeitos bactericida e fungicida.
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Figura 20. Inibi¢do do crescimento dos micro-organismos pelo extrato hidroetandlico de caule e folha de A. fraxinifolium incorporados
ou ndo no sistema nanoestruturado.
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Figura 21. Inibicdo do crescimento dos micro-organismos pelo extrato hidroetanélico de caule e folha de A. graveolens incorporados ou

n3o no sistema nanoestruturado.
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Figura 22. Inibigdo do crescimento dos micro-organismos pelo extrato hidroetanélico de caule e folha de A. urundeuva incorporados ou
ndo no sistema nanoestruturado.
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Os resultados obtidos com a leitura espectrofotométrica foram interpretados de acordo com a
porcentagem de inibi¢do do crescimento microbiano em relag¢do a concentracdo do extrato vegetal livre
(linha azul) e incorporado no sistema nanoestruturado desenvolvido (linha verde). Como observado, a
grande maioria dos extratos de caule e folha de Astronium sp n&o apresentaram atividade
antibacteriana antes e nem mesmo apds sua incorporagéo, resultando em gréaficos cujas linhas do
extrato ndo incorporado e incorporado estdo praticamente sobrepostas entre si. Uma pequena
diferenga de atividade pode ser observada com os extratos do caule e folha de A. fraxinifolium frente a
S. aureus, sendo, portanto, considerada a Unica espécie que teve sua atividade antibacteriana
potencializada contra as bactérias testadas ap6s a incorporagdo. Em relagéo a atividade antifungica
contra C. albicans, uma diferenca significativa de atividade pode ser claramente visualizada entre os
extratos incorporados ou ndo no sistema nanoestruturado proposto, uma vez que todos os extratos

(caule e folha) de Astronium sp tiveram sua atividade antifingica potencializada.
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45, Determinagdo do ICso e IS

Nas Tabelas 3 a 7 s&o apresentados os resultados das avaliagdes bioldgicas dos extratos de

Astronium sp incorporados ou ndo no sistema nanoestruturado para cada micro-organismo.

Tabela 3. Resultados das avaliagdes biolégicas (CIM e ICs0) e determinagdo do IS dos extratos de Astronium sp
incorporados ou ndo no sistema nanoestruturado para E. coli.

Parametros
Extratos Nao incorporados Incorporados
ICs0 CIM IS ICs0 CIM IS
(Mg/mL) | (pg/mL) (mg/mL) | (ug/mL)
AFC 767,2 >1000 <0,76 >1000 >1000 NC*
AFF 950 >1000 <0,95 >1000 >1000 NC*
AGC >1000 > 1000 NC* >1000 > 1000 NC*
AGF 833 > 1000 <0,83 >1000 > 1000 NC*
AUC 900 > 1000 <09 >1000 > 1000 NC*
AUF 536, 1 > 1000 <0,53 >1000 > 1000 NC*

*NC - N&o Calculado

Tabela 4. Resultados das avaliagdes bioldgicas (CIM e ICso) e determinagdo do IS dos extratos de Astronium sp
incorporados ou ndo no sistema nanoestruturado para S. aureus.

Parametros
Extratos Nao incorporados Incorporados
ICs0 CIM IS ICs0 CIm IS
(Mg/mL) | (pg/mL) (ng/mL) | (ug/mL)
AFC 767,2 > 1000 <0,76 >1000 500 >2
AFF 950 > 1000 <0,95 >1000 1000 >1
AGC >1000 > 1000 NC* >1000 > 1000 NC*
AGF 833 250 3,33 >1000 250 >4
AUC 900 >1000 <09 >1000 >1000 NC*
AUF 536,1 125 4,28 >1000 125 >8

*NC - Nao Calculado
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Tabela 5. Resultados das avaliagdes bioldgicas (CIM e ICso) e determinacdo do IS dos extratos de Astronium sp
incorporados ou ndo no sistema nanoestruturado para S. setubal.

Parametros
Extratos Nao incorporados Incorporados
ICs0 CIM IS ICs0 CIM IS
(Mg/mL) | (pg/mL) (mg/mL) | (ug/mL)
AFC 767,2 > 1000 <0,76 >1000 > 1000 NC*
AFF 950 > 1000 <0,95 >1000 > 1000 NC*
AGC >1000 > 1000 NC* >1000 > 1000 NC*
AGF 833 > 1000 <0,83 >1000 > 1000 NC*
AUC 900 >1000 <09 >1000 >1000 NC*
AUF 536,1 >1000 <0,53 >1000 >1000 NC*

*NC - N&o Calculado

Tabela 6. Resultados das avaliagdes bioldgicas (CIM e ICso) e determinacdo do IS dos extratos de Astronium sp
incorporados ou ndo no sistema nanoestruturado para H. pylori.

Parametros
Extratos Nao incorporados Incorporados
ICs0 CiM IS ICs0 CIM IS
(Mg/mL) | (pg/mL) (Mg/mL) | (pg/mL)
AFC 767,2 >1000 <0,76 >1000 > 1000 NC*
AFF 950 >1000 <0,95 >1000 > 1000 NC*
AGC >1000 > 1000 NC* >1000 > 1000 NC*
AGF 833 > 1000 <0,83 >1000 > 1000 NC*
AUC 900 > 1000 <09 >1000 > 1000 NC*
AUF 536, 1 > 1000 <0,53 >1000 > 1000 NC*

*NC - N&o Calculado

Tabela 7. Resultados das avaliagdes biolégicas (CIM e ICs0) e determinagdo do IS dos extratos de Astronium sp
incorporados ou ndo no sistema nanoestruturado para C. albicans.

Parametros
Extratos Nao incorporados Incorporados
ICso CIM IS ICs0 CIM IS
(Mg/mL) | (pg/mL) (Mg/mL) | (pg/mL)
AFC 767,2 > 1000 <0,76 >1000 62,5 >16
AFF 950 > 1000 <0,95 >1000 250 >4
AGC >1000 > 1000 NC* >1000 62,5 >16
AGF 833 > 1000 <0,83 >1000 125 >8
AUC 900 > 1000 <09 >1000 62,5 >16
AUF 536, 1 125 4,28 >1000 15,62 > 64,02

*NC - N&o Calculado
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De uma maneira geral, os extratos n&o incorporados testados mostraram baixa seletividade
(IS<10). Ao se calcular o IS pode-se observar que, em relagdo as bactérias, os extratos nédo
incorporados foram muito pouco seletivos ao apresentaram valores de IS significantemente inferiores
ao desejavel (>10). O valor de IS n&o foi calculado quando ambos os valores de CIM e ICso foram
maior que 1000 pg/mL. Apesar de alguns extratos testados contra S. aureus terem elevado seu valor
de IS apds sua incorporacdo no sistema nanoestruturado, o grau de seletividade n&o foi
suficientemente modificado ao manterem valores de IS inferiores a 10.

Em relacdo a levedura C. albicans, todos os extratos de Astronium sp, antes da incorporagao,
apresentaram baixa seletividade (IS<10). Dos extratos incorporados, quatro apresentaram IS>10 e,
destes, aquele que havia apresentado melhor atividade (folha de A. urundeuva) foi considerado o mais
seletivo (1S>64,02). Esses resultados mostraram que o sistema nanoestruturado desenvolvido foi capaz
de potencializar a atividade desses extratos contra a levedura, além de reduzir sua citotoxicidade,

principalmente da folha de A. urundeuva, selecionado para o ensaio in vivo.
4.6. Atividade anti-CVV in vivo

A confirmacdo do estado pseudo-estro foi realizada através da presenca evidenciada de
células epiteliais anucleadas, as quais caracterizam o estado pseudo-estro (Figura 23). E importante
mencionar que ndo nenhum animal estava infectado com C. albicans antes de ser devidamente
infectado; a analise foi realizada através do plaqueamento do fluido vaginal de todos os animais.
Quarenta e oito horas ap6s a inducdo da infec¢éo, a confirmacao da infecgéo foi realizada através da
lavagem vaginal com PBS estéril (0,1 mL) com posterior plaqueamento do fluido vaginal, que

apresentou carga fungica suficiente para dar inicio ao tratamento (minimo de 100 UFC/mL).

Flgura 23 Preseng:a ewdenmada de células epiteliais anucleadas e cornificadas caracteristicas da fase estro
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A Tabela 8 apresenta o numero de animais infectados € a média do numero de UFC dos

grupos de animais nos dias 8, 12 e 16 de experimento.

Tabela 8. Nimero de animais infectados e quantificagdo da carga fingica obtidos nos animais.

Dia 8 Dia 12 Dia 16
(2 dias apés a (4 dias de (8 dias de

Grupos experimentais inoculagao) tratamento) tratamento)

nfoctados | UFC | infoctados | UFC | infectados | UFC
1 C- 0/0 0 0/0 0 0/0 0
2 C+ 5/5 >100 5/5 >100 5/5 92,2
3 C+ anfo. B 5/5 >100 5/5 76,8 4/5 11,4
4 DMSO 5/5 >100 5/5 >100 5/5 87,1
5 AUF + DMSO 5/5 >100 5/5 65,6 3/5 3,75
6 ME 5/5 >100 5/5 >100 5/5 69,8
7 AUF + ME 5/5 >100 4/5 24,2 0/0 0

A quantificagdo da carga fungica foi avaliada no fluido vaginal dos animais apds 4 dias de

tratamento, com a qual foi observado que todos os animais dos grupos 2 a 6 ainda encontravam-se

infectados (5/5), com exce¢do do grupo tratado com o extrato incorporado (7), que ja havia

apresentado reducéo significativa da infecgdo de um animal (4/5). Os animais dos grupos controle do

solvente do extrato ndo incorporado - DMSO (4) e do extrato incorporado - ME base (6) ainda

apresentavam carga fungica significativa até ultimo dia de tratamento, garantindo dessa maneira que

qualquer atividade manifestada fosse exclusivamente do extrato vegetal (AUF). No 8° dia apds o inicio

do tratamento, todos os animais do grupo tratado com o extrato incorporado (7) haviam sido curados, e

a média da carga fungica dos animais do grupo tratado com o extrato ndo incorporado (5) ainda assim

foi relativamente menor em relagdo ao grupo tratado com creme vaginal de anfotericina B (3).
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5. DISCUSSAO

A familia Anacardiaceae € amplamente representada no Brasil por varias espécies de
importancia econdmica e produtoras de frutos e Oleos essenciais. Menos de 7% das espécies
conhecidas desta familia possuem dados na literatura a respeito de estudos fitoquimicos e relatos de
atividades bioldgicas, como antimicrobiana (CORREIA et al., 2006).

Conforme demonstrado no nosso estudo, os extratos de Astronium sp apresentaram
comportamentos diferentes frente as cepas bacterianas e fungica. O mecanismo de agdo dos extratos
vegetais pode ser amplamente influenciado pela presenca e quantidade de diversos componentes
ativos, que podem ou ndo apresentar atividades fisico-quimicas e biolégicas responsaveis pelo
potencial antimicrobiano. Segundo Silva et al. (2010b) as espécies do género Astronium sp possuem
como principais componentes os flavonoides, as proantocianidinas, como profisetinidina e
prorobinetinidina, além do alto teor de polifendis, tais como as ligninas e os taninos.

Do ponto de vista quimico, 0s taninos séo compostos altamente reativos que apresentam uma
série de atividades, entre elas a antimicrobiana. Além disso, a ligagdo as proteinas e adesinas, e
inibicdo de enzimas sdo capazes de suprimir o0 substrato microbiano. Estes compostos séo facilmente
oxidaveis, capazes de se complexar com a parede celular e provocar ruptura da membrana plasmatica,
além de formar complexos com ions metalicos (COWAN, 1999; ROSSI et al., 2012a).

A revelagdo com resazurina mostrou que a maioria dos extratos vegetais de Astronium sp nao
apresentou atividade antibacteriana, principalmente frente a E. coli, S. setubal € H. pylori. Conforme
observado, a unica atividade apresentada foi pelo extrato das folhas de A. graveolens (CIM=250
Mg/mL), frente a S. aureus e A. urundeuva (CIM=125 pg/mL) frente a S. aureus e C. albicans. Ao
verificar a porcentagem de inibi¢do dos extratos vegetais através da leitura espectrofotométrica, pode-
se observar que, de certa forma, houve algum percentual inibitorio do crescimento bacteriano, embora
nao significativo e suficiente para que o CIM fosse detectado através do revelador. Isso decorre da
sensibilidade do agente revelador resazurina (cor azul), que é oxidada na presenca de células viaveis
formando a resorufina, substancia de coloragéo résea. No entanto, as nuances de cores entre 0 azul e
0 résea podem ocasionar duvidas na determinagdo da CIM (STOPPA et al., 2009), detectada nesse
caso somente quando ocorre uma porcentagem de inibi¢cdo do crescimento microbiano igual ou maior
que 90% (HORNER et al., 2008; GUDINA et al., 2010; HAWSER e ISLAM, 1999). J4 a leitura
espectrofotométrica fornece leituras (de turvagao) que variam de 0 a 100 % de inibi¢do de crescimento,
demonstrando, portanto, maior sensibilidade. Apesar disso, neste estudo, os resultados da leitura visual

foram condizentes com a leitura espectrofotométrica.
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De uma maneira geral, através da anélise espectrofotométrica, pode-se observar que o extrato
do caule de A. fraxinifolium apresentou melhor potencial de inibigao frente a E. coli, enquanto que o
extrato da folha desta mesma espécie apresentou melhor atividade inibitéria frente a S. setubal e H.
pylori. Em relagdo ao S. aureus e a C. albicans, o extrato que apresentou melhor potencial de inibicao
frente a essa bactéria foi da folha de A. urundeuva.

Segundo Oliveira (2012), as folhas de A. urundeuva apresentam forte atividade antibacteriana
frente a S. aureus. Na avaliagao da atividade antifungica dessa mesma espécie vegetal, Alves (2009)
observou que o extrato da aroeira-do-sertdo apresenta atividade antifungica frente as cepas de C.
albicans, além de Candida tropicalis e Candida krusei. Tais atividades foram comprovadas em nosso
estudo com o extrato das folhas do A. urundeuva com CIM de 125 ug/mL para a espécie bacteriana e
fungica analisadas.

Segundo Montanari et al. (2012), que avaliaram a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais
das folhas de cinco espécies da familia Anacardiaceae, incluindo A. fraxinifolium e A. urundeuva e com
posterior avalia¢do da atividade antimicrobiana, observaram segundo a técnica de difusédo em agar que
a maioria dos 6leos essencias presentes nessas espécies apresentaram melhores halos de inibigéo
contra as bactérias Gram positivas testadas (Bacillus cereus e S. aureus). Estes dados sédo
parcialmente coerentes com os resultados apresentados, pois apesar do extrato de A. urundeuva ter
realmente apresentado melhor atividade contra S. aureus (Gram-positiva), o extrato da folha de A.
fraxinifolium apresentou melhor atividade contra S. setubal, uma bactéria Gram-negativa. Algumas
controvérsias apresentadas entre os dados da literatura e os resultados obtidos podem ser explicadas
pelo processo de extragdo do material vegetal bem como pelo solvente utilizado no preparo e obtengéo
dos extratos vegetais e também pela metodologia empregada na analise do potencial bioldgico.

A obtengao de um composto biologicamente ativo contido no material vegetal depende também
da polaridade do solvente escolhido, que vai ser capaz de extrair uma maior quantidade de compostos
com polaridade semelhante. Para ser considerado um bom solvente, algumas caracteristicas séo
requeridas, tais como baixa toxicidade, facilidade de evaporagdo a baixa temperatura, absorgao
fisioldgica rapida do extrato, acéo conservante e incapacidade de fazer com que o extrato se dissocie
ou torne um complexo (DAS et al., 2010).

Além disso, uma série de fatores naturais influencia diretamente no metabolismo e produgéo de
metabdlitos secundarios, dentre eles a radiagdo solar, raios ultravioleta, periodos de seca ou chuva,
temperatura, solo, nutrientes e estagdo do ano. Por exemplo, em periodos de chuva, os compostos
mais polares sdo facilmente eliminados da planta por lixiviagdo. Além disso, outros fatores,

considerados artificiais, como os mais diversos poluentes, também possuem a capacidade de interferir
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na quantidade de metabdlitos secundarios produzidos (BECHO et al., 2009; SILVA JUNIOR et al.,
2009).

Outros estudos com A. urundeuva comprovaram sua agéo antiviral contra SA11 (CECILIO et
al., 2012), antibacteriana contra o Enterococcus faecalis (COSTA et al., 2010) e neuroprotetora da
fracdo enriquecida com chalcona desta espécie (NOBRE-JUNIOR et al., 2009).

Dados literarios ndo apresentam uma classificagdo consensual em relagéo aos valores de CIM.
Aligiannis e colaboradores (2001) consideram CIMs com valores iguais ou menores que 500 ug/mL
como inibidores potentes; CIMs entre 600 e 1500 pg/mL como inibidores moderados e CIMs acima de
1600 pg/mL como inibidores fracos. Webster e colaboradores (2008) estabeleceram como satisfatério
outro valor de CIM (igual ou menor que 1000 pg/mL).

Seguindo a primeira classificagdo, dentre todos os extratos nédo incorporados no sistema
nanoestruturado, apenas os da folha de A. graveolens e A. urundeuva foram considerados inibidores
potentes ao apresentar CIM de 250 e 125 pg/mL para S. aureus, respectivamente, enquanto que para
E. coli, S. setubal e H. pylori, tanto os extratos do caule como das folhas de todas as espécies de
Astronium sp provavelmente foram considerados inibidores fracos ao apresentarem CIM maior que
1000 pg/mL. Em relacdo a C. albicans, os extratos do caule e das folhas de A. fraxinifolium e A.
graveolens e caule de A. urundeuva foram considerados inibidores fracos (CIM>1000 ug/mL), visto que
apenas o extrato das folhas desta Ultima espécie apresentou um valor de CIM (125=pg/mL) que
corresponde a um grau de inibicdo potente. Caso os extratos fossem classificados de acordo com
Webster e colaboradores, a inibigdo satisfatéria também seria aplicada apenas para os extratos das
folhas de A. graveolens (CIM=250 ug/mL) para S. aureus, e A. urundeuva (CIM=125 pg/mL) para S.
aureus e C. albicans.

Como ja mencionado, a literatura relata a presenca de componentes majoritarios presentes no
extrato de Astronium sp, como chalconas, precursoras de flavonoides, dleos essenciais e taninos, os
quais normalmente estdo relacionados a atividade antimicrobiana (DAS et al., 2010). Testes
preliminares mostraram também que a solugéo hidroetandlica 70% utilizada como extratora possibilita a
extragcdo de grande parte dos componentes do Astronium sp. Todavia, hd grande dificuldade de
solubilizagdo de alguns compostos que se precipitam em fungdo do tempo. Isto ocorre em virtude de
que os componentes majoritarios presentes no extrato, de acordo com a literatura, séo 6leos essenciais
e taninos, que apresentam diferentes graus de hidrofilia/lipofilia, fato que justifica ainda mais o uso da
nanotecnologia direcionada para a incorporagao de extratos vegetais.

A incorporagdo no sistema nanoestruturado ndo potencializou a atividade antibacteriana de
todos os extratos, visto que apenas o caule e folhas de A. fraxinifolium, que antes ndo haviam

apresentado atividade (CIMs>1000 pg/mL), passaram a apresentar CIMs de 500 e 1000 ug/mL,
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respectivamente. Os extratos das folhas de A. graveolens e A. urundeuva, que haviam apresentado
CIMs de 250 e 125 pg/mL, respectivamente, mantiveram seu potencial de inibigdo ap6s a
incorporacao.

Em relacéo a levedura C. albicans, pode-se dizer que o efeito antifingico de todas as espécies
vegetais foi surpreendentemente potencializado apés a incorporagdo no sistema nanoestruturado.
Como observado, antes da incorporagao, apenas o extrato da folha de A. urundeuva havia apresentado
atividade antifingica com CIM de 125 ug/mL. Apds a incorporacéo, os extratos do caule das trés
especies (CIM=62,5 ug/mL) e das folhas de A. fraxinifolium e A. graveolens (CIMs de 250 e 125
Mg/mL, respectivamente) passaram também a apresentar atividade antifungica. Quanto ao extrato das
folhas de A. urundeuva, seu efeito biologico foi ainda mais potencializado ao apresentar um CIM de
15,62 pg/mL, cerca de oito vezes menor em relagéo ao anterior.

Levando-se em conta que os valores de CIM da ampicilina, controle positivo utilizado contra E.
coli (6,25 pg/mL), S. aureus (0,15 ug/mL) e S. setubal (2,50 ug/mL), e da amoxicilina, controle positivo
utilizado contra H. pylori (1,56 pg/mL), foram bem inferiores aos apresentados pelos extratos de
Astronium sp, pode-se inferir que estes ndo apresentaram resultados tdo promissores quanto o
esperado.

Ao se comparar o CIM obtido dos controles positivos utilizados para a levedura C. albicans -
anfotericina B (0,06 pg/mL) e fluconazol (8 ug/mL) - pode-se dizer que o extrato da folha de A.
urundeuva, Unico que apresentou atividade antes da incorporagao, também nao havia sido considerado
tao promissor com um CIM de 125 ug/mL, consideravelmente maior em relagdo aos controles. Essa
diferenga de valores se tornou relativamente menor, principalmente em relagéo ao fluconazol, quando o
extrato da folha desta mesma espécie apresentou um valor de CIM cerca de oito vezes menor apds
sua incorporagao. A diferenga obtida entre os valores de CIM dessa espécie vegetal e dos controles
utilizados, principalmente no caso da anfotericina B, pode ser em decorréncia de diversos fatores
capazes de refletir, direta ou indiretamente, na composicdo e quantidade de compostos ativos
extraidos, como a metodologia empregada e o tipo de solvente utilizado, bem como na atividade
bioldgica, influenciada por vérios fatores, como a composi¢ao do veiculo utilizado como carreador do
ativo.

A anfotericina B convencional, produzida pelo Streptomyces nodosus, pertence ao grupo de
compostos macrolideos. O mecanismo de agéo classico baseia-se na interacdo especifica com o
ergosterol presente na membrana, alterando a permeabilidade celular e formando poros aquosos que
favorecem o extravasamento de ions e macromoléculas intracelulares, conduzindo a morte celular. E
através da formacao desses poros que um aumento da permeabilidade de H*/OH- ocorre e resulta em

dano na membrana. De uma maneira geral, a hipdtese classica é que a morte celular fungica resulte da
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acidificagao intracelular associada com a perda de potassio. A regido rica em duplas ligagdes permite a
forte ligagdo com o ergosterol, enquanto que o lado rico em grupos hidroxilicos se associa as
moléculas de agua. E através da propriedade anfifiica desse farmaco que a formagdo de poros
aquosos ocorre, com a por¢ao lipofilica direcionada ao lado exterior e a hidrofilica recobrindo o lado
interior desses. A presenca de ergosterol possibilita que baixas concentragbes de anfotericina sejam
suficientes para causar letalidade a célula fungica. Na auséncia de esterol, seria necessaria uma
concentragéo ainda mais elevada de anfotericina para atingir a membrana, permitir a interagdo com o
ergosterol e causar letalidade a célula fungica (MS, 2010; COHEN, 1998). Diferente da anfotericina B, 0
mecanismo de agao do fluconazol baseia-se na interferéncia da biossintese do ergosterol através da
inibicdo das enzimas fungicas do citocromo P450 (MS, 2010).

De acordo com o conceito de Overtone sobre permeabilidade celular, a lipofilicidade da
membrana celular favorece muito mais a passagem de substancias lipossoluveis do que hidrossoluveis.
Portanto, a lipofilicidade € uma caracteristica importante na busca do desenvolvimento de novos
farmacos com atividade antimicrobiana, porque favorece a interagcdo da cadeia hidrofébica com os
lipidios da membrana da célula, garantindo dessa forma a penetragdo do ativo no citoplasma
(MISSNER e POHL, 2009).

A reducgéo do CIM do extrato da folha de A. urundeuva, quando este foi incorporado no sistema
lipidico microemulsionado, pode estar provavelmente relacionada a presenca de colesterol em sua
composi¢ao, que pode ter favorecido a interagdo com o ergosterol presente na membrana da célula
fungica, liberando o ativo diretamente no alvo especifico. Além disso, a composi¢cdo do sistema
formado pode ter facilitado a solubilizacdo de substancias de diferentes graus de hidrofilia/lipofilia,
como 0s taninos e 6leos essenciais, aumentando de maneira significativa o potencial antimicrobiano.
Um dos motivos pelo qual os demais extratos apresentaram atividade antifungica somente apds a
incorporagdo em sistemas lipidicos pode ser justamente a solubilizagdo favorecida de ativos,
provavelmente responsaveis pela atividade. Com excecdo do extrato das folhas de A. urundeuva
(CIM=15,62 pg/mL), que apresentou o resultado mais promissor de todos, o caule das trés espécies
(CIM=62,5 pg/mL) de Astronium sp provavelmente possuem uma maior quantidade de componentes
com potencial antifingico, que pode ser demonstrado somente ap6s a incorpora¢do em sistemas
nanoestruturados. Segundo Cunha-Junior (2003), a presenga de tensoativos é capaz de aumentar a
permeabilidade da membrana celular, o que facilita a absorgao do composto ativo, possibilitando maior
biodisponibilidade.

Cabe mencionar que a ME lipidica sintetizada (base), quando submetida ao ensaio frente a
todos os micro-organismos (controle do solvente), ndo apresentou atividade, ou seja, ndo inibiu o

crescimento bacteriano e fungico, garantindo dessa forma que a atividade apresentada tenha sido
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exclusivamente exibida pelo extrato vegetal e ndo por quaisquer outras interferéncias, como pelos
componentes que formam o sistema nanoestruturado.

Apos analisar o diametro das particulas, pode-se observar uma possivel relagédo entre o
tamanho das goticulas que formam o sistema nanoestruturado e a atividade antifingica apresentada
pelos extratos vegetais apds sua incorporagao. De acordo com a Tabela 2, o tamanho das particulas
da ME foi igual a 117,2 £ 1,966 nm. A incorporacdo dos extratos causou uma pequena variagdo no
tamanho das particulas, sem excegao, variando de 123,6 + 0,2517 a 146,7 £ 1,825 nm. Todos os
valores obtidos estéo na faixa de 10-200 nm (100-2000 A), intervalo ideal para MEs segundo Formariz
et al. (2005). Quando se compara a ME e as formulagbes contendo os extratos vegetais, observa-se
um pequeno aumento no tamanho das particulas, sendo esse um forte indicio de que realmente
ocorreu a incorporagao dos respectivos extratos no sistema lipidico nanoestruturado. O IPD é o indice
que mostra a homogeneidade relativa entre os tamanhos das particulas distribuidos na amostra
medida. Os valores de IPD variaram entre 0,222 + 0,003 e 0,276 + 0,008 apresentando uma baixa
faixa de variagéo entre a base e as formulagdes com os extratos incorporados, esses dados permitem
inferir que as amostras apresentam homogeneidade.

Apos o periodo de trés meses (tempo 3), quando as amostras (ME base e ME + extrato) foram
novamente avaliadas, pode-se observar que o tamanho da particula e o IPD apresentaram valores
maiores em relagdo ao tempo 0. Diversos podem ser os fatores relacionados ao aumento do tamanho
das particulas que compde uma ME, a exemplo do processo de coalescéncia em fungdo do tempo, no
qual duas ou mais goticulas se agregam entre si, formando uma Unica goticula de tamanho maior. Esse
fendmeno pode ser explicado pelo estreitamento do filme de fase continua e ruptura do filme das
goticulas, levando aproximacdo entre as microgoticulas (TADROS et al., 2009). E importante ressaltar
que apesar do tamanho das particulas do sistema nanoestruturado ter variado ap6s o periodo de trés
meses, tanto os valores da ME base quanto da ME + extrato ainda se encontravam dentro do intervalo
estabelecido e considerado ideal para uma micromeulsao (10-200 nm). Esses dados permitem inferir
que o sistema lipidico desenvolvido propiciou uma melhor permeabilidade dos extratos através da
membrana da levedura, favorecendo assim um contato mais efetivo com os alvos, e esteja atuando
como um carreador altamente eficaz para o extrato das folhas de A. urundeuva.

Associado ao uso da anfotericina B convencional, estdo relatados inimeros casos de efeitos
colaterais, destacando-se a nefrotoxicidade, diretamente relacionada ao mecanismo de agao. Visto que
a capacidade antifungica desse farmaco esta diretamente relacionada a interagdo com o ergosterol das
membranas celulares, e que as células eucarioticas também apresentam colesterol em sua membrana,
também é possivel, embora com menor afinidade, que a anfotericina exerga seus efeitos tdxicos

decorrentes da sua ligagdo ao colesterol celular. Recentemente, diversos estudos com o uso de
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formulagOes lipidicas de anfotericina B, relatam uma diminui¢do drastica no numero de casos de
insuficiéncia renal (WADE et al., 2013). Diante do risco de efeitos adversos causados pela anfotericina
convencional e até mesmo quando associada a sistemas lipidicos, é também de extrema importancia
avaliar se o extrato das folhas de A. urundeuva incorporado no sistema nanoestruturado apresenta
toxicidade selecionada as células fungicas, principalmente pela presenca do colesterol na composicéo
da formulagao.

Além disso, antes de avaliar qualquer substancia em modelos in vivo, € amplamente
recomendado usar um método alternativo, como por exemplo, uma cultura de célula (VALADARES,
2006). Baseado nessa recomendagdo, todos os extratos incorporados ou ndo no sistema
nanoestruturado foram submetidos ao ensaio de citotoxicidade em células VERO, um modelo normal
de célula eucaridtica.

O IS é um célculo realizado com o intuito de selecionar as melhores substancias para dar
continuidade a estudos mais aprofundados, a exemplo dos ensaios in vivo, uma vez que uma série de
amostras, tanto sintéticas quanto naturais ndo sao selecionadas a ensaios futuros justamente por ndo
apresentar considerada seletividade as células de interesse, o que é uma grande desvantagem quando
se pretende partir para ensaios clinicos. O indice é obtido através da divisdo do ICsp pelo CIM
(ICs0/CIM), e quando determinada substancia apresenta um valor maior que 10, esta pode ser
considerada como promissora, pois garante seletividade as células de interesse.

Séo poucos os relatos observados na literatura sobre uma possivel citotoxicidade causada
pelas espécies de Astronium sp estudadas. Apds observar os efeitos antiulcerogénicos de extratos
etanolicos e aquosos das raizes de A. urundeuva contra Ulceras experimentais em ratos, Carlini et al.
(2013) investigou sua toxicidade pré-clinica em ratos machos tratados cronicamente por gavagem
durante 83 dias. Embora nenhuma alteracdo anatomopatoldgica tenha sido observada durante o
periodo de tratamento, os resultados mostraram uma reducéo significativa nos valores de hematdcrito.
Os autores concluiram que além de provocar toxicidade moderada, os extratos testados sdo capazes
de induzir a malformagdes esqueléticas observadas na prole de ratas fémeas quando tratadas com o
extrato durante a gestacao.

Quanto a citotoxicidade frente as células sadias, 0 extrato néo incorporado das folhas de A.
urundeuva demonstrou ser mais toxico do que o extrato incorporado desta mesma espécie, ou seja,
provocam a morte de 50% das células sadias em concentragdes menores do que o extrato
incorporado. Além disso, o IS do extrato incorporado (64,02) foi aproximadamente 15 vezes maior em
relacdo ao extrato ndo incorporado (4,28) para C. albicans, o que impulsiona ainda mais a aplicagéo da

nanotecnologia na utilizagdo de extratos vegetais. Em relagao as bactérias, os extratos de uma maneira
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geral mostraram baixa seletividade, e mesmo ap6s serem incorporados no sistema nanoestruturado,
nao apresentaram valores de IS desejaveis (210).

Os resultados obtidos com especifica atividade antifungica contra C. albicans e elevada
seletividade de AUF, principalmente depois de incorporado, estimularam a realizagéo do estudo in vivo
em um modelo animal de CVV, baseado em imunossupressao e indugéo da fase estro com tratamento
hormonal, fatores considerados essenciais na obtengdo de uma infecgdo persistente (NAGLIK et al.,
2008).

Além da vantagem econdmica, a semelhanca entre o sistema imunoldgico e anatomia entre
humanos e ratos e camundongos explica a grande utilizacdo destes animais nos ensaios in vivo
(SAMARANAYAKE e SAMARANAYAKE, 2001; CHAMILOS et al., 2007).

A escolha da dose de estradiol utilizada foi baseada em outros estudos e foi considerada
adequada, uma vez que promoveu diversas alteragoes fisioldgicas que foram favoraveis a adeséo,
colonizagdo e desenvolvimento da levedura. Dentre as diversas alteragdes, destacam-se o pH mais
elevado, maior disponibilidade de glicogénio, além da formagao do epitélio escamoso grosso (ARAUJO
etal., 2013; YANO e FIDEL, 2011; ENJALBERT et al., 2009).

Diversos estudos relacionados a colonizagao fungica em modelos de CVV in vivo mostram que
a indugéo da imunossupresdo € considerada essencial, pois caso os animais fossem infectados sem
qualquer debilitacdo prévia do sistema imune, a infecgao seria extremamente variavel e rapidamente
eliminada (ARAUJO et al., 2013; ROSSI et al., 2012b). A concentracdo e volume da suspens&o de C.
albicans utilizada no experimento (5 x 107 UFC/mL - 0,1 mL) foram baseados em estudos realizados
com animais que foram infectados e mantiveram seu periodo de infeccdo durante 3 semanas
(CARRARA et al., 2010). Embora seja primeiramente utilizada como agente quimioterapico, a CPA
também é escolhida para tratar algumas doengas, como o lUpus eritematoso sistémico e a psoriase,
com o objetivo de imunossuprimir o sistema imune (ARAUJO et al., 2013; EMADI, JONES e
BRODSKY, 2009).

Ap6s a avaliagdo da atividade terapéutica de AUF incorporado ou n&o no sistema
nanoestruturado em um modelo experimental de CVV, pode-se observar que logo no 4° dia de
tratamento a reducao da carga flngica foi observada tanto nos grupos tratados com anfotericina B (3) e
com o extrato ndo incorporado (5) e ainda mais evidente no grupo tratado com o extrato incorporado
(7), sendo este o unico grupo que apresentou 100% de redugéo da infecgao no 8° dia de tratamento.
Apesar de 0s animais dos grupos controle do solvente do extrato ndo incorporado — DMSO (4) e do
extrato incorporado (6) apresentarem uma pequena redugdo da carga fungica no Ultimo dia de
tratamento, esta ainda era considerada significativa, garantindo assim que a atividade apresentada
fosse exclusiva do extrato vegetal (AUF). Tal reducdo, pode provavelvemte ser explicada por uma
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possivel redugdo da agdo da CPA com o passar do tempo, permitindo aos poucos um inicio de reagéo
do sistema imune na tentativa de eliminar a infecgdo. Como esperado, todos os animais do grupo
controle positivo de infecgéo (2) apresentaram carga fungica significativa até o ultimo dia de tratamento.

Diante dos resultados obtidos pode-se inferir que o sistema nanoestruturado desenvolvido foi
capaz de potencializar a atividade antifingica do extrato das folhas de A. urundeuva e, além disso,
garantiu maior seletividade as células de interesse, possibilitando dessa forma, a continuidade de
estudos mais aprofundados e podendo futuramente vir a se tornar um agente fungicida utilizado no
tratamento da CVV.
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6. CONCLUSOES

- Os extratos hidroetandlicos das espécies de Astronium sp testados quanto ao seu potencial
antimicrobiano in vitro foram poucos ativos;

- Os extratos hidroetandlicos do caule e folhas de A. fraxinifolium, A. graveolens e A. urundeuva nao
apresentaram atividade contra E. coli, S. setubal e H. pylori,

- Apenas os extratos das folhas de A. graveolens (250 pg/mL) e A. urundeuva (125 pg/mL)
apresentaram atividade contra S. aureus, e a espécie A. urundeuva (125 pg/mL) contra C. albicans;

- A incorporagao dos extratos de Astronium sp no sistema nanoestruturado potencializou a agao dos
mesmos apenas para S. aureus (caule e folha de A. fraxinifolium) e acentuadamente para C. albicans;

- O sistema nanoestruturado desenvolvido possivelmente consegue transpor as camadas de contorno
das células eucariéticas, a exemplo da atividade potencializada apenas para C. albicans;

- O sistema nanoestruturado desenvolvido apresentou estabilidade apds o periodo de trés meses;

- Os extratos vegetais incorporados foram mais seletivos do que os extratos livres, principalmente as
folhas de A. urundeuva frente a C. albicans;

- O extrato incorporado das folhas de A. urundeuva apresentou reducéo significativa da carga fungica
em ratas infectadas com candidiase vulvovaginal, sendo inclusive mais promissor que o controle

positivo antifungico comumente utilizado (anfotericina B).
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