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Resumo

A paracoccidioidomicose (PCM) é micose granulomatosa sistémica causada por
fungos termodimdrficos do género Paracoccidioides. O presente estudo teve como objetivos
avaliar a atividade da liriodenina, extraida de Annona macroprophyllata Donn. Sm, sobre
isolados clinicos e cepas padrdo de fungos do género Paracoccidioides e outras espécies que
causam micoses sistémicas e, através de um estudo-piloto realizado em modelo murino,
avaliar a absorcdo da liriodenina e possiveis efeitos indesejaveis. A concentracao inibitéria
minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) da liriodenina foram determinadas
pelo método de microdiluicdo. As alteracdes celulares causadas pela liriodenina em P.
brasiliensis / cepa padrdo Pb18 foram avaliadas pela microscopia eletrénica de transmisséo
(MET) e de varredura (MEV). Em estudo-piloto, quatro camundongos isogénicos albinos, da
linhagem BALB/c, foram utilizados para avaliar a absorcdo e os efeitos indesejaveis da
liriodenina. Os animais, sem infec¢do, foram divididos em dois grupos: grupo 1, com dois
camundongos que receberam a dose de 0,75 mg.kg™ e grupo 2, com dois camundongos que
receberam a dose de 1,50 mg.kg™, em Unica tomada. Apés seis e 12 horas apés a
administracdo, os animais foram sacrificados e amostras de sangue foram coletadas para a
determinacdo dos niveis séricos. Os intestinos foram coletados para exame histoldgico. O
teste de sensibilidade in vitro revelou que a liriodenina possui atividade sobre parte dos
fungos do género Paracoccidioides, com valores de CIM entre 31,2 e 250 ug.mL™ e sobre a
cepa padréo de Histoplasma capsulatum (CIM de 1,95 pug.mL™). No entanto, menor atividade
foi observada em leveduras da maioria das espécies de Candida ensaiadas, com CIM de 125 a
250 pg.mL™, e maior atividade sobre as cepas padrdes de Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii (CIM de 62,5 pg.mL™Y), enquanto a cepa de Aspergillus fumigatus
revelou-se resistente a maior concentracdo de liriodenina. Deve-se ressaltar a atividade da

liriodenina sobre Candida krusei, que € intrinsecamente resistente ao fluconazol e, ao



contrério, a auséncia de atividade sobre Candida tropicalis. A liriodenina revelou ter
atividade fungicida sobre todas as cepas padréo e isolados clinicos que foram inibidos in vitro.
A MET revelou alteragbes citoplasmaéticas e danos na parede celular de P.brasiliensis. O
estudo-piloto revelou que, ap6s 12 horas da administracdo da liriodenina, os animais que
receberam a dose de 1,50 mg.kg™ apresentavam gases intestinais e distensdo abdominal,
achados n3o observados nos que receberam 0,75 mg.kg™. Os exames histolégicos néo
evidenciaram alteracdes de intestino com nenhuma das doses empregadas. Niveis séricos de
liriodenina foram detectados em ambos os grupos de animais. No entanto, 0s animais que
receberam 0,75 mg.kg™ de liriodenina apresentaram aumento da concentracdo com o passar
do tempo, enquanto achado oposto foi observado nos que receberam 1,50 mg.kg™. Os testes
de sensibilidade in vitro indicaram que a liriodenina € uma alternativa promissora no
tratamento de varias micoses sistémicas. O estudo-piloto revelou que a liriodenina é absorvida
ap6s administracdo por gavagem, embora a dose de 1,50 mg.kg™ tenha induzido alteracdes
funcionais, caracterizadas por formacdo exagerada de gases e conseqlente distensao
abdominal, que talvez possam explicar a diminuicdo de sua absorcdo. Os resultados do
presente estudo estimulam a realizacdo da avaliacdo da farmacocinética da liriodenina, de sua
acao antifungica em maior nimero de isolados de espécies de Candida spp, Cryptococcus
spp, Histoplasma capsulatum e fungos do género Paracoccidioides e de sua eficacia em
infeccbes experimentais em modelo murino. Por se tratar de composto antifungico néo
pertencente as classes hoje utilizadas na terapia antiflngica, pode vir a contribuir com o

tratamento de pacientes com infecc¢des fangicas resistentes.

Palavras-chave: liriodenina, paracoccidioidomicose, micoses sistémicas, compostos

antifungicos, absor¢cdo, camundongos, gavagem e efeitos colaterais.



Summary

Paracoccidioidomycosis (PCM) is systemic granulomatous mycosis caused by
thermodymorphic fungi of the genus Paracoccidioides. The present study aimed to evaluate
the activity of liriodenine, extracted from Annona macroprophyllata Donn. Sm on clinical
isolates and standard strains of fungi of the genus Paracoccidioides and other species that
cause systemic mycoses and, through a pilot study conducted in a murine model, to assess the
absorption of liriodenine and possible undesirable effects. The minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (CFM) of liriodenine were
determined by the microdilution method. Cellular alterations caused by liriodenin in P.
brasiliensis / Pb18 standard strain were evaluated by transmission electron microscopy (SEM)
and scanning electron microscopy (SEM). In a pilot study, four albino isogenic mice of the
BALB / c strain were used to assess the absorption and undesirable effects of liriodenine. The
animals, without infection, were divided into two groups: group 1, with two mice receiving
the dose of 0.75 mg.kg™ and group 2, with two mice receiving the dose of 1.50 mg.kg™ %, in
single outlet. After six and 12 hours after administration, the animals were sacrificed and
blood samples were collected for the determination of serum levels. The intestines were
collected for histological examination. The in vitro sensitivity test revealed that liriodenine
has activity on part of fungi of the genus Paracoccidioides, with MIC values between 31.2
and 250 pg.mL™ and on the standard Histoplasma capsulatum strain (MIC of 1.95 pug .mL™).
However, lower activity was observed in yeasts of most Candida species tested, with MIC of
125 to 250 pg.mL™, and greater activity on the standard strains of Cryptococcus neoformans
and Cryptococcus gattii (MIC of 62.5 pg. mL™), while the strain of Aspergillus fumigatus was
resistant to the highest concentration of liriodenine. The activity of liriodenine on Candida
krusei, which is intrinsically resistant to fluconazole and, on the contrary, the absence of

activity on Candida tropicalis should be emphasized. Liriodenin revealed fungicidal activity



over all standard strains and clinical isolates that were inhibited in vitro. MET showed
cytoplasmic alterations and damage to P. brasiliensis cell wall. The pilot study revealed that
animals receiving the 1.50 mg.kg™ dose had no intestinal gas and abdominal distension 12
hours after administration of liriodenine, which were not observed in those receiving 0.75
mg.kg™. Histological examinations showed no intestinal changes at any of the doses used.
Serum levels of liriodenine were detected in both groups of animals. However, animals
receiving 0.75 mg.kg™ liriodenine showed increased concentration over time, while the
opposite finding was observed in those receiving 1.50 mg.kg™. In vitro sensitivity tests
indicated that liriodenine is a promising alternative in the treatment of various systemic
mycoses. The pilot study revealed that liriodenine is absorbed after administration by gavage,
although the 1.50 mg.kg™ dose induced functional alterations, characterized by exaggerated
gas formation and consequent abdominal distension, which may explain the decrease of its
absorption. The results of the present study stimulate the evaluation of the pharmacokinetics
of liriodenine, its antifungal action in a greater number of isolates of Candida species,
Cryptococcus spp, Histoplasma capsulatum and fungi of the genus Paracoccidioides and their
efficacy in experimental infections in murine model. Because it is an antifungal compound
that does not belong to the classes currently used in antifungal therapy, it may contribute to

the treatment of patients with resistant fungal infections.

Key words: liriodenine, paracoccidioidomycosis, systemic mycoses, antifungal compounds,

absorption, mice, gavage and side effects.
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Capitulo I — Introducao



I. Introducéo
1. Aspectos gerais da paracoccidoidomicose e dos fungos do género Paracoccidioides

A paracoccidioidomicose (PCM) € micose sistémica causada por fungos
termodimorficos que se classificam em duas espécies: Paracoccidioides brasiliensis e
Paracoccidioides lutzii . Confinada & América Latina, é endémica em &rea que se estende do
México & Argentina %. Apesar de incompletos, os dados disponiveis indicam maior incidéncia
dessa micose no Brasil, onde é diagnosticada com grande frequéncia no Estado de Sdo Paulo.
3

Foi descrita pela primeira vez por Adolpho Lutz * em 1908 que, em leses bucais de
dois pacientes de Sdo Paulo, encontrou fungos esféricos, com morfologia diferente da
revelada pelo Coccidioides immitis. As principais manifestacbes clinicas dos pacientes
incluiam amolecimento dos dentes e comprometimento de mucosa oral, laringe, linfonodos,
glandula salivar e traqueia. Lutz registrou que o exame histopatologico desses pacientes
revelava reacdo tuberculdide com fungos, células gigantes, células epitelidides e fungos com
exo-esporulacdo. Esse pesquisador também isolou o fungo em cultivo, demonstrou a
existéncia das fases micelial em cultivo a temperatura ambiente e leveduriforme em pacientes
infectados, e reproduziu a doenca em cobaios. Deve-se registrar que poucos pesquisadores
foram tdo completos ao descreverem uma nova doenca e seu agente etiolégico.

Essa micose foi inicialmente denominada Blastomicose Sul-Americana (BSA) ou
Doenca de Lutz, Splendore e Almeida®. No entanto, a oficializacio do termo
paracoccidioidomicose se deu no First Pan  American  Symposium  on
Paracoccidioidomycosis, realizado em Medellin, Colémbia, Unica denominacdo utilizada por
Ayello em sua conferéncia de abertura, na qual abordou aspectos histéricos dessa micose

sistémica °. Essa denominacdo se justifica, pois casos autoctones de PCM ja tinham sido



descritos na América Central e no México, motivo pelo qual deixava de ser unicamente sul-
americana. Além disso, ja se iniciava uma nova abordagem na sistematica de fungos, ligando-
se 0 nome da doenca ao de seu agente etioldgico.

Uma das principais caracteristicas desse fungo imperfeito é o dimorfismo térmico. Em
tecidos humanos e em culturas mantidas a 37°C apresenta-se na fase leveduriforme, sua forma
patogénica, com parede rica em oa-glucana. Em temperatura ambiente apresenta-se na fase
filamentosa, sua forma infectante que ocorre em natureza, com parede rica em B-glucana.2

Apesar de existirem areas endémicas bem definidas para este patdgeno, o nicho
ecologico de sua fase saprobia continua mal caracterizado, devido ao pequeno nimero de
vezes em que o fungo foi isolado do ambiente ", ao longo periodo de laténcia da doenca ° e
ao pequeno nimero de relatos da doenca em animais domésticos '° ou selvagens'**2. Em
1986, Naiff et al." relataram o isolamento de P. brasiliensis em tatus da espécie Dasypus
novemcinctus, estudados em Tucurui - Para, area até entdo considerada ndo-endémica para
esta doenca.

Admite-se que a infeccdo seja adquirida quando propagulos da fase micelial do fungo
sdo inalados, instalando-se nos alvéolos pulmonares. A seguir, o fungo passa a fase
leveduriforme, transformag&o considerada fundamental para que se estabeleca a infeccéo ***°.
O fungo pode, entdo, se disseminar por via hematogénica e, ou, linfatica para qualquer parte
do organismo **. A penetracdo cutanea direta do fungo é muito rara, apesar de ter sido
documentada em alguns casos, em acidentes com espinhos e em laboratério.*®

A quase totalidade dos estudos sobre infeccdo paracoccidididica e
paracoccidioidomicose foi realizado com P.brasiliensis, pois é recente a identificacdo da
espécie P.lutzii.*"®

Ao entrar no organismo, P. brasiliensis pode ser destruido imediatamente ou



multiplicar-se, produzindo uma leséo de inoculagdo e se disseminando para linfonodos
regionais. Desta forma, constitui-se o complexo primario, formado pelo polo parenquimatoso,
pela linfangite ascendente e pelo pdlo ganglionar satélite. A infec¢do paracoccidididica pode
regredir ou progredir, dependendo de fatores ligados ao fungo e ao hospedeiro. A regressao
pode ser acompanhada de destrui¢do de todos os fungos, formando-se cicatriz local estéril ou
se acompanhar da persisténcia de focos quiescentes, com fungos viaveis. A progressdo da
infeccdo determina o aparecimento de sinais e sintomas, 0 que caracteriza a doenca ativa *°.
Os focos latentes podem apresentar reativacdo posterior, denominada reinfeccdo endogena, e
levar a doenca ativa.

As manifestacGes clinicas da PCM se relacionam, em geral, ao comprometimento de
pulmdes, pele, mucosa das vias aerodigestivas superiores, adrenais e de 0rgdos ricos no
sistema fagocitico mononuclear, tais como figado, baco, linfonodos e medula 6ssea *. No
entanto, deve-se registrar que a PCM pode comprometer qualquer 6rgao, aparelho ou sistema.

A PCM se apresenta sob trés formas clinicas principais: forma aguda / subaguda e
forma crénica, que sdo manifestacOes de doenca ativa e forma residual, que se apresenta como
sequelas. A forma aguda / subaguda, também chamada forma juvenil, é responsavel por 20 a
25% dos casos, acomete em geral criancgas, adolescentes e adultos jovens, caracteriza-se por
apresentar instalacdo mais rapida, de algumas semanas a poucos meses e apresentar
envolvimento predominante do sistema reticuloendotelial, isto é, baco, figado, nddulos
linfaticos e medula 6ssea. Nessa forma clinica as manifestacdes pulmonares sdo raras e a
presenca de lesbes de mucosa das vias aerodigestivas superiores € pouco frequente. Nos
tecidos sdo encontrados muitos fungos em multiplicacdo e granulomas, em geral, frouxos. A
forma cronica, também denominada do adulto, ocorre em 75% a 80% dos casos, em geral

acomete individuos com idade superior a 30 anos e que apresentam historia clinica de longa



duracdo, com frequéncia acima de quatro meses e muitas vezes superior a seis meses. As
manifestagdes pulmonares sdo muito frequentes e em geral associadas ao comprometimento
de outros Orgdos, tais como mucosa das vias aerodigestivas superiores, pele e, por vezes,
adrenais. As formas residuais, também denominadas sequelas, sdo observadas apds tratamento
e se caracterizam pelas manifestacdes clinicas ligadas as lesdes cicatriciais observadas apds
tratamento, entre as quais se destacam fibrose e enfisema pulmonar e doenca de Addison.?*%

Como ndo é doenga de notificagdo compulséria no Brasil, a real prevaléncia da PCM
ndo pode ser calculada. Assim, deve-se a Coutinho et al.?? o estudo de 3181 6bitos por PCM
no Brasil, entre 1980 e 1995, que demonstraram a grande magnitude e a baixa visibilidade
dessa micose, destacando que constituia a oitava causa de mortalidade por doenca
predominantemente crdnica ou repetitiva, entre as infecciosas e parasitarias, e a mais elevada
taxa de mortalidade entre as micoses sistémicas. Os autores também relataram que a taxa
média de mortalidade anual era de 1,45 para um milhdo de habitantes. No Estado de S&o
Paulo, a notificacdo compulsoria da PCM foi sugerida em 2008, ap0s criterioso estudo
realizado por um grupo de especialistas designado pela Secretaria de Estado da Salude (S&o
Paulo), que produziu inclusive o Manual de Vigilancia e Controle da Paracoccidioidomicose.
No entanto, esse trabalho nunca foi institucionalizado. O Servi¢co de Doencas Infeciosas e
Parasitarias da Faculdade de Medicina de Botucatu recebe em média 15 casos novos por ano,
e mantém cuidadoso seguimento de seus pacientes. %

A infeccdo € muito mais frequente que a doenca, pois muitos individuos se infectam
com o fungo, mantém focos latentes por toda a vida e nunca adoecem. Inquérito realizado em
2004 na cidade de Pratania (SP), por meio de reacdes intradérmicas com paracoccidioidina e

histoplasmina em 338 individuos, revelou que 51,2% da populacdo eram, a0 mesmo tempo,

paracoccidioidino-positivos e histoplasmino-negativos, o que demonstra elevada prevaléncia



de infeccdo paracoccidioidica, pois 0s outros fungos que poderiam propiciar reacdo cruzada
com antigenos de P. brasiliensis ndo tém sido identificados na regido. Esse mesmo estudo
revelou que, entre criangas de 5 a 13 anos de idade, essa prevaléncia era igual a 32,5%, o que
demonstra contato precoce com o fungo.?*

A PCM ¢ observada em pacientes que tiveram ou se encontram em contato direto e

3,14,25,26

prolongado com o solo, como os trabalhadores rurais Predomina em individuos do

sexo masculino, com razdo de masculinidade de 1,7:1,0 na forma aguda/subaguda e de
22,0:1,0 na forma crénica e é mais prevalente na faixa etaria entre 30 e 59 3#%% (o
estrogénio pode explicar a menor prevaléncia de PCM em pacientes do sexo feminino, pois
retarda ou impede as transi¢des micélio-levedura e conidio-levedura, necessarias para que o
fungo atinja a fase patogénica, o que pode explicar o reduzido nimero de mulheres afetadas
pela doenca na idade adulta e a observacdo da mesma prevaléncia em ambos 0s sexos em
pacientes com idade inferior a 13 anos.??*%

Os doentes com PCM revelam comprometimento imune celular especifico, isto &,
resposta deficiente a antigenos de P. brasiliensis, mas ndo aos de outros agentes infecciosos
% Falhas na apresentacdo do antigeno, inalacdo de grande indculo flngico, excesso de
imunocomplexos circulantes e deficiéncia de receptores para interleucina-2 (IL-2) parecem
estar ligados a uma resposta insatisfatoria das células T. O comprometimento da resposta das
células T se acompanha de diminuicdo da atividade fungicida dos macrofagos. Portanto, os
pacientes apresentam comprometimento do perfil Thl da resposta imune celular, com baixos
niveis de TNF-a, IFN-y e IL-2, associado a manutencéo ou a elevagéo da producéo de IL-5,
IL-10 e TGF-P, que caracteriza a exacerbacdo do perfil Th2 *. Estudos recentes tém revelado

a existéncia de fatores genéticos que comprometem a resposta imune, tais como deficiéncia de

CD40 ligante, anormalidades das células dendriticas e defeito no eixo IL-12-IFN-o devido &



mutagdo no STAT4, heterozigoto. *-*%%%

A producdo de anticorpos especificos se encontra aumentada em pacientes com as
formas aguda e cronica da PCM *. No entanto, além de facilitar a opsonizacéo de células
fangicas, ndo se conhece outra acdo dos anticorpos na defesa do hospedeiro. Além disso,
deve-se registrar que a gravidade da doenca guarda relacdo inversa com a resposta imune
celular e direta com os niveis séricos de anticorpos especificos. *>°
1.1. Tratamento da paracoccidioidomicose

O tratamento da PCM consiste de duas fases: inicial ou de ataque e de consolidagéo. O
tratamento de ataque deve ser mantido até que se observem cura clinica e normalizagdo da
velocidade de hemossedimentacdo e o de consolidacao até um ano apos as curas micoldgica,
radiologica e soroldgica. Os farmacos eficazes contra a PCM compreendem trés grupos:
anfotericina B - AmB, do grupo dos antibidticos poliénicos; sulfadiazina e associacdo
sulfametoxazol-trimetoprim; e azolicos, entre 0s quais se destacam o cetoconazol, derivado
imidazélico e o itraconazol, derivado triazolico de primeira geracdo. *

Atualmente, itraconazol (ITC) e a associacdo sulfametoxazol-trimetoprim também
denominada cotrimoxazol (CMX) sdo os principais farmacos utilizados no tratamento da
PCM. Queixas de intolerancia gastrica com o uso de CMX sdo relatadas em alguns casos, mas
raramente € necessaria a substituicdo da medicacdo. Estudo realizado em 200 pacientes com
PCM revelou que o uso de ITC aumenta a chance de hepatotoxicidade quando comparado
com CMX, com persistente elevacdo dos niveis séricos de bilirrubina direta, bilirrubina total e
fosfatase alcalina *. O CMX apresenta vantagem de ser distribuido gratuitamente pelos
servicos ligados ao Ministério da Salde e Secretaria de Saude do Estado de S&o Paulo, para
tratamento de doencas bacterianas e da PCM.

O ITC, na maioria dos casos relatados na literatura, é uma excelente op¢do no



tratamento da PCM, devido a sua eficécia e tolerabilidade. Derivado triazélico de primeira
geracdo com afinidade seletiva pelo citocromo P-450 da célula fungica, esta caracteristica
permite que pequenas concentragdes do itraconazol inibam a biossintese do ergosterol, sem
interferir nas substancias dependentes do citocromo P-450 humano, como o colesterol. A dose
utilizada no tratamento é de 200 mg/dia, com duracdo de tratamento que varia de 9 a 18
meses. O uso de ITC apresenta beneficios como eficacia, duracdo do tratamento e aderéncia
quando comparado ao cotrimoxazol. ¥4

2. Agao antimicrobiana de extratos vegetais

O uso de plantas para fins terapéuticos e profilaticos é uma das praticas mais antigas
da humanidade. Além disso, a emergéncia de resisténcia de microrganismos tem contribuido
para 0 aumento da busca de extratos vegetais com propriedades antimicrobianas.

A familia Annonaceae pertence a ordem Magnoliales, subclasse Magnoliidae. E
constituida por aproximadamente 108 géneros e mais de 2000 espécies distribuidas
amplamente nas regides tropicais e subtropicais. ***2

As espécies que compreendem a familia sdo arvores ou arbustos, com folhas e flores
simples e frutos que variam de tamanho e formas. As arvores frutiferas incluem fruto do
conde ou pinha (A. squamosa L), cherimoia (A.cherimola Mill), graviola (A.muricata L) e a
atemoia (A.cherimola Mill x A.squamosa L).*

No Brasil, foram registrados 29 géneros que compreende 390 espécies **. As principais
espécies encontradas sdo: Annona squamosa, Annona muricata e Annona cherimola. A
producdo se encontra em desenvolvimento principalmente nos estados de Alagoas (AL),
Bahia (BA), Cearad (CE), Pernambuco (PE), Parana (PR), Minas Gerais (MG) e Sao Paulo
(SP).45

No México, um levantamento bibliografico sobre 0s géneros e espécies encontrados



no pais, demonstrou que 14 géneros e 62 espécies de Annonas sdo registradas na Rede
Mundial de Informacdo sobre Biodiversidade (REMIB). Os géneros encontrados s&o:
Anaxagorea, Annona, Desmopsis, Cymbopetalum, Guamia, Guatteria, Malmea, Oxandra,
Tridimeris, Rollinia, Sapranthus, Xylopia, Mosannona e Stenannona.*

A familia Annonaceae apresenta ampla diversidade de espécies e producdo de
metabolitos secundarios com atividade terapéutica. Desse modo, destacam-se os flavonoides,
que possuem propriedades antimicrobiana e antitumoral; diterpenos, com atividade
antitumoral, antibacteriana e antifingica; acetogeninas, com caracteristicas antitumorais,
antibacterianas,  antifungicas, antiparasitdrias e inseticida, e 0s alcalbides
benzilisoquinolinicos, com funcdes antibacteriana, antiparasitaria, antitumoral e inseticida.*"*®

Entre os alcaloides isoquindlicos, destaca-se a liriodenina, um alcaloide do tipo
oxoaporfinico (Figura 1) com atividade antibacteriana, antifingica, antiprotozoaria e
citotoxica. Este componente €& amplamente distribuido e atua como marcador

quimiotaxdnomico na familia Annonacea. **>?

Figura 1. Estrutura quimica da liriodenina
Uma ampla revisdo da literatura foi realizada utilizando-se pesquisa eletrdnica e

manual. O levantamento bibliografico foi realizado nos bancos de dados PUBMED, que
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engloba o MEDLINE, Science Direct, Periédicos Capes e Scielo. Os termos utilizados foram
atividade antibacteriana, atividade antifungica, extrato, plantas e Annonaceae no periodo de
1990 a 2017.

A busca eletrénica e manual em base de dados resultou na identificagdo de 7866
estudos que avaliaram a acdo antibacteriana e antifingica de extratos vegetais. Em relacdo a
estudos com a familia Annonaceae a busca resultou em apenas 29 artigos que abordaram sua
acdo antifungica.

Dos 29 artigos identificados, trés abordaram a acdo de extratos de Annona sobre

fungos causadores de micoses superficiais e 29 em micoses sistémicas, como
paracoccidioidomicose, candidiase, criptococcose e aspergiloses. Em relacdo as micoses
sistémicas, 20 artigos abordaram o efeito de seus extratos vegetais sobre leveduras, sete em
fungos filamentosos e dois em fungos dimorficos.
Fungos leveduriformes. Estudo com componentes do 6leo de Porcelia macrocarpa, pelo
método de microdiluicdo, demonstrou inibicdo de 85% no crescimento de Cryptococcus
neoformans sorotipo D na concentragdo de 0,06 mg.mL™. Por outro lado, os isolados de
Cryptococcus gatti apresentaram uma inibicdo somente com a concentracéo de 1,0 mg.mL™
do componente . >3

A acdo do extrato metanolico de Cleistopholis patens foi avaliada em isolados de
varias espécies de Candida — C. albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. Kefyr, C.
parapsilosis e C. tropicalis. Esse extrato apresentou acdo sobre as cepas de C. albicans, C.
glabrata e C. parapsilosis.>**°

O género Duguetia também possui compostos com acdo antifungica. Estudo
desenvolvido por Pinho et al.*® revelou que o extrato metanélico e o acetato de etila possuem

acdo sobre cepas de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis, em concentragdo inibitoria minima



maior ou igual a 1024 pug.mL™. Estudo realizado por da Silva et al *

, revelou que o 6leo
essencial de Duguetia gardneriana e Duguetia moricandiana possui agdo contra cepas de C.
guilliermondii e C. albicans, respectivamente.

Fungos filamentosos. O extrato cloroférmico de Annona glabra revelou acdo antiflngica
sobre cepas de Aspergillus niger, Penicillium notatum, Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum gypseum e Epidermophyton floccosum.>®

A acdo do extrato metandlico de Annona reticulata foi avaliada sobre Aspergillus
niger, Penicillium chrysogenum, Fusarium moneliforme, Aspergillus flavus, Trichoderma
viride e Candida albicans, observando-se apenas reducdo no crescimento de T. viride e C.
albicans.”

Os fitoconstituintes anonaina, reticulina, laureliptina e isoboldina de Annona salzmanii
demonstram potencial atividade antifngica contra isolados de Trichophyton rubrum e
Microsporum canis.®

Diferentes extratos de Annona squamosa revelaram potencial atividade antifingica

sobre fungos filamentosos. Os extratos cloroférmico, metandlico e aquoso mostraram-se
eficazes na inibicdo do crescimento de cepas de Alternaria alternata, Fusarium solani,
Microsporum canis e Aspergillus niger.”
Fungos dimérficos. Foram encontrados apenas dois estudos realizados in vitro, que avaliaram
a acdo de extratos vegetais derivados de Annona sobre fungos do género Paracoccidioides.
Os estudos demonstraram que sementes de Annona cornifolia sdo produtoras de extratos com
acao antiflngica, tais como ésteres metilicos de acidos graxos, 9-hidroxi-folianina, octacetato
de sucrose e acetogeninas contra isolados de fungos do género Paracoccidioides.

Lima et al.®® avaliaram, pelo teste de microdiluicdo em caldo, a acdo de ésteres

metilicos de acidos graxos (FAME) sobre 12 isolados clinicos de P. brasiliensis, observando
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inibicdo de todos eles, com valores da CIM entre 3,4 a 55,5 pg.mL™. A cepa Pb0O1 mostrou
maior resisténcia (55,5 pug.mL™) em relacdo aos outros isolados avaliados. Todos os isolados
revelaram-se mais susceptiveis ao FAME do que ao sulfametoxazol-trimetroprim.

As acetogeninas de Annona também apresentam acdo antifingica sobre isolados do

género Paracoccidioides. Lima et al.,®®

avaliaram pelo método de microdiluigdo em caldo a
acao de acetogeninas de Annona cornifolia sobre as cepas Pb01 e Pb18. As concentracfes de
acetogeninas variaram de 1,17 a 150 pg.mL™. Os farmacos padrdes cotrimoxazol (CMX) e
anfotericina B (AmB) foram utilizados como controle antifungico. As acetogeninas
demonstraram atividade antifungica sobre as duas cepas padrbes de P.brasiliensis na
concentracéo igual, ou menor, que 150 pg.mL™, sendo mais ativas do que o0 CMX, no entanto,
menos ativas que AmB.

As especies da familia Annonaceae estdo sendo amplamente estudadas como fontes de
antimicrobianos, devido ao grande numero de constituintes ativos delas extraidos. Os estudos
se baseiam no uso de extratos de diferentes partes das plantas - frutos, cascas, folhas,
sementes e raizes. No entanto, alem da atividade in vitro de determinada substancia, sua
utilizacdo depende de outras caracteristicas, tais como farmacocinética, farmacodinamica,

toxicidade em células de mamiferos, que devem ser analisados em modelos experimentais in

vivo, para posterior aplicacao terapéutica.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo geral avaliar a atividade antifungica, absorcao
digestiva e efeitos indesejaveis da liriodenina extraida de Annona macroprophyllata Donn.
Sm.
3.2. Objetivos especificos
1. Avaliar a atividade de diferentes concentracdes de liriodenina, pelo teste de sensibilidade in
vitro, sobre cepas padréo e isolados clinicos de fungos do género Paracoccidioides.
2. Avaliar a atividade de diferentes concentracdes de liriodenina, pelo teste de sensibilidade in
vitro, sobre cepas padrdo de outros fungos causadores de micoses sistémicas — Histoplasma
capsulatum, Candida albicans, Candida glabrata, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii.
3. Analisar possiveis alteragdes ultraestruturais na fase leveduriforme de fungos do género
Paracoccidioides, induzidas pela liriodenina em sua concentracdo inibitéria minima.
4. Avaliar em modelo murino os niveis séricos de liriodenina ap6s administracao das doses de
0,75 mg.kg™ e 1,50 mg.kg™, por gavagem.
5. Analisar possiveis alteracdes histopatologicas no intestino de camundongos isogénicos que

receberam, por gavagem, submetidos a duas diferentes doses de liriodenina.
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Artigo | - Atividade antifungica da liriodenina sobre fungos do género Paracoccidioides e
outros fungos causadores de micoses sistémicas.
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Resumo. A paracoccidioidomicose (PCM) é micose granulomatosa sistémica causada por
fungos do género Paracoccidioides. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da
liriodenina extraida de Annona macroprophyllata Donn. Sm sobre fungos do género
Paracoccidioides e outros fungos causadores de micoses sistémicas. A concentragdo inibitoria
minima (CIM) da liriodenina foi determinada pelo método de microdiluigdo, assim como a
concentracdo fungicida minima. As alteracBes celulares causadas pela liriodenina em P.
brasiliensis (Pb18) foram avaliadas pela microscopia eletronica de transmissdo (MET) e de
varredura (MEV). A liriodenina revelou atividade sobre fungos do género Paracocidioides,
(CIM entre 31,2 e 250 ug.mL™) e sobre a cepa de Histoplasma capsulatum (CIM de 1,95
ug.mL™). No entanto, a atividade também foi observada sobre leveduras das espécies
Candida spp (CIM de 125 a 250 ug.mL™), porém com maior atividade sobre as cepas de

Cryptococcus neoformas e Cryptococcus gattii (CIM de 62,5 pg.mL™). Deve-se destacar a
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acdo sobre C. krusei que € intrinsecamente resistente ao fluconazol. A liriodenina revelou
atividade fungicida sobre todas as cepas padrao e isolados clinicos que foram inibidos in vitro.
A microscopia eletrénica revelou alteracGes citoplasméaticas e danos na parede celular em
P.brasiliensis. Os resultados indicam que a liriodenina é uma alternativa promissora no
tratamento das micoses sistémicas.
Palavras-chave: liriodenina, paracoccidioidomicose, micoses sistémicas, compostos
antifingicos, compostos antimicrobianos, plantas medicinais.
Introducéo

A paracoccidioidomicose (PCM) é micose sistémica confinada a América Latina,
causada por fungos termodimorficos que se classificam em duas espécies, Paracoccidioides
brasiliensis e Paracoccidioides lutzii.*? Esses fungos sdo os principais agentes de micoses
endémicas dessa regigo.!

A incidéncia de infeccdes fangicas tem revelado um aumento dramatico nas Gltimas
décadas, criando sérios problemas para o atendimento de pacientes imunossuprimidos, com

micoses sistémicas >*°°,

Nesse mesmo periodo, observou-se grande dissociacdo no
desenvolvimento de compostos para 0 manuseio de infecgbes fangicas em relacdo as
bacterianas. Enquanto foi evidente o crescimento do numero de compostos com acao
antibacteriana, poucos antiféingicos foram disponibilizados.”®

Os estudos para desenvolvimento de novos farmacos, obtidos de extratos vegetais, tém

aumentado nos Gltimos anos %1,

As plantas possuem diversos componentes com
propriedades biologicas e atividade em doencas de diferentes etiologias — inflamatdria,
infecciosa e tumoral. A liriodenina (Figura 1), alcaloide oxoaporfinico com propriedades
antibacteriana, antifingica, antiprotozoaria e citotoxica, tem sido isolada de plantas de varias

familias. 1218
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Figura 1. Estrutura quimica da liriodenina.

Assim, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in
vitro da liriodenina sobre fungos do género Paracoccidioides e outros agentes causadores de
micoses sistémicas e as alteracbes morfolégicas por ela causadas em isolados de P.
brasiliensis.

Material e Métodos

Microrganismos. Cepas provenientes da American Type Culture Collection - ATCC e
isolados clinicos do Laboratério de Pesquisa em Doengas Tropicais da Faculdade de Medicina
de Botucatu foram utilizados nesse estudo. Entre os primeiros, foram avaliados fungos do
género Paracoccidioides - P.brasiliensis: Pb18 (colecdo de fungos da Faculdade de Medicina,
Universidade de Séo Paulo, SP, Brasil / forma clinica crénica), Pb192 (colecdo de fungos da
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, SP, Brasil / forma clinica desconhecida)
e Pb 339 ( ATCC 32069 / forma clinica crénica) e P. lutzii : PLO1 ( ATCC MYA-826 / forma
clinica desconhecida) e PL8334 (forma clinica desconhecida); entre os isolados clinicos, os de

numeros 234, 326 e 531. As seguintes cepas foram utilizadas como representativas de fungos
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que podem causar outras micoses sistémicas: Candida albicans (ATCC 90028), Candida
tropicalis (ATCC 750), Candida glabrata (ATCC 90030), Candida parapsilosis (ATCC
22019), Candida krusei (ATCC 6258), Cryptococcus neoformans (ATCC 28957),
Cryptococcus gattii (AFLP4), Histoplasma capsulatum (ATCC 26029) e Aspergillus
fumigatus (ATCC 7100).

Relatos de caso

Caso 1. LM, sexo masculino, 53 anos, com paracoccidioidomicose forma crénica, com
comprometimento pulmonar e mucosa de vias aerodigestivas superiores. Apresentava-se com
lesbes moriformes, vegetante verrucosas, dolorosas em lingua, associada a tosse com
expectoracdo esbranquicada, febre noturna e perda ponderal de 20 kg em 4 meses. O exame
de tomografia de torax revelava a presenca de nddulos centrilobulares e subpleurais difusos
blaterais. A pesquisa de anticorpos anti P. brasiliensis pela reacdo de imunodifusdo dupla em
gel de agar (IDD) foi positiva com titulacdo de 1/4. O exame histopatologico de lesdo de
lingua e o citopatologico de escarro, com utilizacdo da coloracdo de Gomori-Grocott, foram
conclusivos para a doenca assim como a cultura de tecido (isolado n°234). O paciente recebeu
tratamento intravenoso com a associacdo sulfametoxazol 1200 mg — timetoprim 240 mg a
cada 12 horas por 15 dias com melhora clinica parcial. Apds alta hospitalar perdeu o
seguimento médico.

Caso 2. MSC, sexo feminino, 20 anos, com paracoccidioidomicose forma aguda grave, com
comprometimento de linfonodos e mucosa de vias aerodigestivas superiores. Apresentava-se
com linfonodos tumorais em cadeias cervicais anteriores, submandibulares e occipital, além
de febre, lesdo em mucosa oral e emagrecimento de 20 kg em 3 meses. A pesquisa de
anticorpos antiP. brasiliensis pela IDD foi positiva com titulacdo de 1/4. O diagnostico foi

confirmado pelo exame histopatolégico de lesdo de mucosa, citopatoldgico de aspirado de
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linfonodo e cultura de escarro (isolado n°326). Recebeu tratamento com a associacdo
sulfametoxazol 1200 mg — timetoprim 240 mg a cada 12 horas, evoluindo com cura clinica e
soroldgica.

Caso 3. CDN, sexo masculino, 59 anos, com paracoccidioidomicose forma crénica moderada
com comprometimento de mucosas de vias aerodigestivas superiores, intestino e testiculo.
Apresentava-se com edema testicular ha 6 meses, com progressdo para fistulizacdo, além de
perda ponderal de 5 kg. H&4 1 més da admissdo surgiram lesdes moriformes em palato mole e
mucosa jugal. A pesquisa de anticorpos anti P. brasiliensis pela IDD foi positiva com
titulacdo de 1/16. O diagndstico foi confirmado pelo exame micologico direto e cultura do
conteddo de fistulizagéo testicular e pelo exame histopatoldgico de lesdo de mucosa (isolado
n° 531). Recebeu tratamento com itraconazol via oral 200 mg ao dia. Dois meses ap0s 0 inicio
da terapia antifungica, o paciente evoluiu com perfuracéo intestinal, quando foi identificado o
comprometimento de trato digestdrio. O paciente ja obteve cura clinica, porém permanece sob
terapia antifungica, pois ainda ndo alcancou a cura sorologica.

Extracdo da liriodenina. As raizes de Annona macroprophyllata Donn. Sm. foram coletadas
em Tuxtla Gutiérrez, Chiapas (México) e identificadas no Herbario Eizi Matuda da
Universidade de Ciéncias e Arte de Chiapas, com o numero de colecdo 352. As raizes foram
secas em temperatura ambiente e moidas em moinho de faca. A extracdo de alcaloides foi
realizada pelo método seletivo &cido-base. As amostras moidas foram umedecidas com
solucdo saturada de Na,COj3 e deixadas para secar por 48 horas, em temperatura ambiente. A
extracao dos alcaloides foi feita com CHCI3, sob constante agitacdo por duas horas e filtrados
para obtencdo da fase cloroformica. Apds esse periodo, o extrato cloroférmico foi extraido
com 1M HCI e a fase aquosa foi alcalinizada para pH 9,5 com solucédo de Na,COj; e, depois,

extraida novamente com CHCI3;. Para obter o extrato total de alcaloides, o solvente foi

25



rotoevaporado. Para a extracdo da liriodenina o extrato bruto de alcaloide foi filtrado em
sistema a vacuo em Kkitasato com papel filtro e analisado em High Performance Liquid
Cromathography (HPLC) . Para o experimento utilizaram-se 100 g de massa seca de raizes,
com rendimento de 100 mg de liriodenina. *°

Teste de sensibilidade. O teste de sensibilidade foi realizado pela determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), por teste de referéncia por microdiluicdo. Ele foi
realizado com a liriodenina em todos os microrganismos e comparado com a de compostos
antifingicos considerados padrdo para cada género — fluconazol (FLC) e anfotericina B (AmB). O
teste de microdiluigdo para fungos do género Paracoccidioides foi realizado seguindo o documento
M27-A3 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), modificado por Paula e Silva et
al. *°. O teste para leveduras foi realizado de acordo com o método de microdiluicio, segundo
as especificagdes do European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST
200 teste de sensibilidade para fungos filamentosos foi realizado de acordo com o documento
M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI (2008) #. O teste de
sensibilidade para Histoplasma capsulatum foi avaliado pelo método de microdiluicdo de
acordo com o protocolo descrito no documento M27-A2, padronizado pelo CLSI (2002),
modificado por Brilhante et al.?

A liriodenina foi dissolvida em dimetilsulféxido (DMSO). Foram realizadas diluigdes
seriadas, utilizando-se 0 meio RPMI-1640 como diluente, mantendo-se um volume constante
de 1mL por tubo. A liriodenina foi testada a partir da solu¢do estoque de 1000 pg.mL™ em 10
concentracdes que variaram de 500 a 0.97 ug.mL™. Volumes de 100 pL de cada diluicdo
foram distribuidos em microplacas com 96 pocos. Os antifungicos comerciais AmB (Sigma) e
FLC (Sigma) foram incluidos como controles antifungicos positivos. As concentracdes finais

variaram de 16 a 0,03 ug.mL’1 para AmB e de 128 a 0,25 ug.mL'1 para FLC. As suspensoes
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de celulas da fase leveduriforme de cepas padrdes e isolados clinicos de fungos do género
Paracoccidioides foram ajustadas para concentragdo final de 1x10° células/mL em meio
RPMI-1640 suplementado com 2% de glicose e adicionados 100 pL a cada orificio da placa
contendo liriodenina e antifingico. As placas foram incubadas a 37°C, em um periodo de 72
horas, com agitacdo de 150 rpm. Apo6s 48 horas de incubacdo, foram adicionados 20 uL do
corante Alamar Blue (Invitrogen) em todos os pocos e as placas foram mantidas por mais 24
horas. Os testes foram realizados em triplicata para todos os fungos. A concentracao inibitéria
minima (CIM) foi determinada visualmente apds 72 horas de incubacéo através da observacao
da coloracdo do corante. As leituras das placas foram realizadas da maior para a menor
concentragao.
Concentracéo fungicida minima - CFM. Apds a determinagdo da CIM, foram realizados
subcultivos de todos os pocos das microplacas contendo as concentragdes maior ou igual as
da CIM. Aliquotas de 100 uL de cada poco foram retiradas e plaqueadas em meio brain heart
infusion-BHI (Difco) contendo gentamicina a 0,5%, 4,0% de soro de cavalo e filtrado de
cultura da cepa Pb 339 para fungos do género Paracoccidioides 2°. O &gar Sabouraud foi
utilizado para os demais fungos. As placas foram incubadas de acordo com o tempo
especifico de cada microrganismo. A CFM foi definida como a menor concentracdo da
liriodenina com <1 coldnia visivel no meio de cultivo ap6s o periodo de incubagao.
Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A microscopia eletrénica de transmissdo foi realizada no Centro de Microscopia
Eletrénica do Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP.

A cepa Pb 18 foi tratada com a CIM da liriodenina em placa de 24 pocos. Os volumes
finais de liriodenina e inéculo foram ajustados para 1 mL e, ap6s 48 horas de incubacdo a

37°C, adicionou-se o fixador de Karnovsky.
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O material foi retirado do fixador e lavado trés vezes por 5 minutos cada, em tampéo fosfato
0,1M pH 7,3. Apos esse periodo, o material foi imerso em tetroxido de ésmio 0,1M pH7,3 por
duas horas. Posteriormente, o material foi lavado trés vezes por 10 minutos cada, em agua
destilada e imerso em acetato de uranila a 0,5% por cerca de duas horas. Uma série de
desidratacdo crescente em acetona foi realizada e, a seguir, o material foi adicionado a uma
mistura 1:1 de resina Araldite®+ acetona 100% e deixado por 12 horas em temperatura
ambiente. O material foi adicionado a resina pura por cerca de uma hora a 37°C e emblocado.
Foram realizados cortes ultrafinos (90nm) e contrastados com acetato de uranila em alcool
50% durante 20 minutos e, depois, contrastados em citrato de chumbo por 10 minutos e
observado em microscopio eletronico Tecnai Spirit - FEI Company.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a realizacdo da MEV, no mesmo Centro, a cepa Pb 18 foi cultivada em meio
RPMI-1640 a 2% de glicose e tratada com a CIM da liriodenina em laminulas recobertas com
poli-L-lisina durante 48 horas, a 37°C. Apoés esse periodo o meio foi retirado e, a seguir,
adicionou-se o fixador de glutaraldeido 2,5% em tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,3 por 30
minutos. O fixador foi retirado dos pogos e as laminulas foram lavadas trés vezes por 5
minutos cada, em agua destilada. Adicionou-se o tetroxido de 6smio 0,5% 0,1M pH 7,3 em
agua destilada, por 40 minutos. ApoOs esse periodo, retirou-se o tetroxido de 6smio e as
laminulas foram novamente lavadas trés vezes por 10 minutos cada, em &gua destilada. Uma
série de desidratacdo crescente de alcool foi realizada e, a seguir, as laminulas foram levadas
ao ponto critico, montadas em “stubs” e metalizadas. As imagens foram realizadas em
microscopio EVO LS 15 ZEISS.

Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
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de Botucatu — UNESP, pelo parecer numero 2.257.787 (Anexo 1).
Resultados
Concentracdo inibitéria minima. A tabela 1 apresenta os resultados da atividade antifingica
da liriodenina, isolada de Annona macroprophyllata.
Tabela 1. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM) da

liriodenina, obtida de Annona macroprophyllata, avaliada em 17 isolados fungicos.

Liriodenina Anfotericina B Fluconazol

Fungo CIM CFM CIM CFM CIM CFM

(ngmL”") (ugmL’) (ugmL') (ugmL?) (ugmL’) (ng.mL")
Paracoccidiodes brasiliensis 339 >500 >500 8 8 NR NR
Paracoccidioides brasiliensis 18 31,2 31,2 1 1 NR NR
Paracoccidoides brasiliensis 192 62,5 62,5 1 1 NR NR
Paracoccidiodes lutzii 01 >500 >500 1 8 NR NR
Paracoccdioides lutzii 8334 >500 >500 1 1 NR NR
Paracoccidoides sp 234 >500 >500 1 1 NR NR
Paracoccidoides sp 531 250 500 0,5 1 NR NR
Paracoccidoides sp 326 >500 >500 0,5 2 NR NR
Histoplasma capsulatum (ATCC
26029) 1,95 3,90 1 1 NR NR
Aspergillus fumigatus (ATCC 7100) >500 >500 1 1 NR NR
Candida albicans (ATCC 90028) 125 250 1 1 0,25 _
Candida glabrata (ATCC 90030) 125 500 1 1 16 _
Candida parapsilosis (ATCC 22019) 250 500 0,125 0,125 1,0 _
Candida krusei (ATCC 6258) 250 500 1 1 64,0 _
Candida tropicalis (ATCC 750) >500 >500 0,5 0,5 1,0 _
Cryptococcus neoformans (ATCC
28957) 62,5 125 0,25 0,25 8 _
Cryptococcus gattii (ATCC AFLP4) 62,5 125 1 1 4

NR: ndo realizado, por ndo ser antifungico de referéncia.

Das oito amostras de fungos do género Paracoccidioides, somente as cepas Pb18 e
Pb192 e o isolado clinico 531 foram sensiveis a liriodenina as concentra¢fes avaliadas, com
CIMs de 31,2, 62,5 e 250 ug.mL™, respectivamente. As demais cepas e isolados foram
resistentes & maior concentragdo avaliada.

Em relacdo as leveduras utilizadas no ensaio, a liriodenina revelou atividade

antifingica contra a maioria das cepas testadas, quando comparada com o0s controles
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antifingicos AmB e FLC, exceto para Candida tropicalis que mostrou ser resistente para a
maior concentracdo avaliada.

A liriodenina ndo demonstrou atividade antifingica sobre a cepa de Aspergillus
fumigatus. No entanto, a cepa de Histoplasma capsulatum revelou-se sensivel a liriodenina na
concentracdo de 1,95 pg.mL™.

Concentracdo fungicida minima (CFM). A liriodenina revelou atividade fungicida sobre todas as
cepas padréo e isolados clinicos que foram inibidos in vitro. A CFM foi igual a CIM em todos 0s
fungos avaliados, com excecdo de Histoplasma capsulatum e Candida Krusei (tabela 1).
Microscopia eletronica de varredura

A ultraestrutura de células da fase leveduriforme de P. brasiliensis (Pb18) revelou
células isoladas e, ou, em agrupamentos com varios brotamentos (Figuras 2 e 3).

A microscopia eletrénica (MEV) de varredura das células da fase leveduriforme, sem
tratamento com liriodenina, revelou superficies levemente irregulares e prolongamentos que aderem
as células a sua superficie de contato, no caso a placa de cultura. Os prolongamentos apresentaram-
se curtos e com morfologia regular e delicada, sendo visualizados bem proximos ao corpo celular,
similar a um “halo” ao redor da célula. Em células isoladas observam-se discretas irregularidades
em sua superficie, semelhantes a “nervuras” e também foi possivel detectar uma regido filamentar
(ligamento), que foi interpretada como o inicio do aparecimento de um brotamento (Figuras 2A e
2B); em outras imagens notaram-se agrupamentos de células com vérios ligamentos aos seus
brotamentos (Figuras 2C e 2D).

A morfologia ultraestrutural, ap6s tratamento com liriodenina na CIM (31,2 pg.mL™?),
apresentou alteracBes (Figuras 2E, 2F, 2G e 2H). Em células isoladas raramente observou-se o
“halo” de aderéncia ao meio de cultura, apesar de a morfologia da célula ser semelhante aquela

vista nas células sem tratamento, no que se refere ao formato arredondado da célula e as discretas
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irregularidades de superficie (“nervuras”) (Figura 2E). Entretanto, as altera¢Ges ultraestruturais
mais evidentes foram observadas em agrupamentos de células, onde foi possivel visualizar células
muito deformadas, com ligamentos irregulares e placas de material justaposto a esses
agrupamentos, aparentemente sem membrana de revestimento (Figuras 2F, 2G e 2H).

Microscopia eletronica de transmissao

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET), de células sem tratamento com liriodenina,
revela formas arredondadas, com contornos regulares e paredes celulares de espessura uniforme. O
nucleo e as organelas mostraram-se preservados e integros, notando-se a presenca de mitocondrias,
discreto reticulo endoplasmatico e vacuolos de tamanhos e conteudos variados. Alguns vacuolos
menores sdo elétron-lucentes e demonstram auséncia de material visivel em seu interior; porém, a
grande maioria dos vacuolos observados no citoplasma das celulas sdo densos circulares,
preenchidos por material finamente floculado, de aspecto homogéneo com discreta densidade. Foi
possivel a deteccdo dos ligamentos entre células e seus brotamentos (Figuras 3A, 3B e 3C).

No entanto, as células tratadas com liriodenina apresentam morfologia bastante alterada,
como se observou na MEV, porém com detalhamento das alterac6es citoplasmaticas e nucleares. As
células se apresentam com forma alterada, ndo sendo possivel a visualizacdo de formas
arredondadas e sim irregulares, geralmente com depressées em suas paredes, acompanhadas pela
membrana plasmatica da célula, exibindo formas variadas, predominando o formato de foice. As
alteracdes citoplasmaticas foram muito evidentes e, entre elas, foi possivel a observacao de grandes
areas citoplasmaticas sem contorno definido, preenchidas por material finamente floculado, de
aspecto homogéneo e discreta densidade, semelhante ao material observado no interior dos
vacuolos densos circulares do grupo controle. Tais imagens sugerem a fusdo de varios destes

vacuolos, nas células tratadas. Além disso, é possivel notar grandes vacuolos contendo esse mesmo
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material com formados irregulares e, inclusive, formas triangulares (Figuras 3D, 3E, 3F, 3G, 3H,

31,3J e 3K).
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Figura 2. Microscopia eletronica de varredura da fase leveduriforme da cepa padrdo Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18). A-D - células ndo tratadas com liriodenina; E-H - células tratadas com liriodenina

na CIM de 31,2 pg.mL™; li - ligamento; p - prolongamento; ma - material justaposto.
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Figura 3. Microscopia eletrdnica de transmissdo da fase leveduriforme da cepa padréo
Paracoccidioides brasiliensis (Pb18). A — C: células ndo tratadas com liriodenina; D — K: células
tratadas com liriodenina na CIM de 31,2 pg.mL'l; vd — vactolo denso; v — vaclolo elétron-luscente;
nu — ndcleo; mi — mitocéndria; pa — parede celular; fo — “forma de “foice”.
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Discussao

Apesar da contribuicdo trazida pelos novos compostos antifungicos, alguns problemas
persistem, como a baixa excre¢do urindria em natureza, dificultando o tratamento de infec¢oes
do trato urindrio, a pequena difusdo para o liquido céfalo-raquidiano, a interacdo
medicamentosa com varios farmacos utilizados no tratamento da aids e de outras doencas

24,25,26,27. Essas

infecciosas e ndo infecciosas e a indicacdo no tratamento de gravidas
dificuldades também justificam a pesquisa constante de novos compostos antifungicos,
inclusive os de origem vegetal.

A utilizacdo de extratos vegetais para tratamento e profilaxia de doencas é uma das
praticas mais antigas da humanidade. Com o aumento da resisténcia aos compostos
antimicrobianos, os efeitos indesejaveis sobre 0s pacientes e a interacdo medicamentosa, a
busca de novos farmacos de origem vegetal tem aumentado muito nos Gltimos anos 2%, A
maior vantagem desta abordagem sobre a modificagdo de compostos ja existentes € a
probabilidade de se identificar novos prototipos de drogas, com estrutura quimica bastante
diferentes, evitando a resisténcia cruzada e as interacdes medicamentosas atuais.*®

Poucos estudos avaliaram a acdo de compostos derivados de vegetais sobre fungos
patogénicos. O presente estudo revelou que a liriodenina possui acdo antifingica sobre trés
cepas de fungos do género Paracoccidioides, porém maior atividade sobre leveduras dos
géneros Cryptococcus e sobre o fungo termodimorfico Histoplasma capsulatum.

Entre os estudos que focalizaram o género Paracoccidioides, dois utilizaram extratos

30,31

derivados do género Annona e trés avaliaram compostos extraidos de outras espécies

vegetais. 33334
Lima et al.*® avaliaram, pelo teste de microdiluicdo em caldo, a acdo de ésteres

metilicos de acidos graxos (FAME) de Annona cornifolia A.St.-Hil sobre 12 isolados clinicos

35



de P. brasiliensis, observando inibicdo de todos eles, com valores da CIM entre 3,4 e 55,5
ng.mL™. Esses resultados foram similares aos do presente estudo, em relacdo a faixa de
variagdo da CIM.

Lima et al.®® também avaliaram a acdo de acetogeninas, extraidas de Annona
cornifolia A.St.-Hil, pelo método de microdiluicdo em caldo, sobre as cepas Pb01 e Pb18, em
concentracdes que variaram de 1,17 a 150 pg.mL™. As acetogeninas demonstraram atividade
sobre as duas cepas, em concentragdo < 150 pg.mL™, mostrando-se mais ativas do que a
associacdo sulfametoxazol-trimetoprim, porém, menos que a anfotericina B.

San-Blas et al.** demonstraram, pelo método do peso seco, que o ajoene - composto
sulfurado presente no alho (Allium sativum), na concentrac&o de 11,7 ug.mL™, inibiu 90% do
crescimento da fase leveduriforme e 60% da forma micelial de P. brasiliensis. A microscopia
eletronica revelou que 11,7 pg.mL™ de ajoene afetaram a integridade da membrana
citoplasmética do fungo, mas a lise celular s6 foi observada na concentracéo de 46,8 pg.mL™.

As fracOes hexanicas de extratos hidroalcoolicos de Baccharis dracunulifolia e Piper
regnelli apresentaram acdo antifngica sobre trés cepas do complexo P.brasiliensis (Pb18,
Pb01 e Pb339). Os compostos da espécie Baccharis dracunulifolia apresentaram atividade
sobre as cepas Pb 18, Ph01 e Pb339, com CIMs de 7,8, 7,8 e 30 pg.mL™, respectivamente,
enquanto os da espécie Piper regnelli revelaram CIM de 7,8 pg.mL™ sobre as trés cepas
avaliadas *. Comparando-se esses resultados com os do presente estudo, observa-se que a
cepa Pb 339 mostrou-se resistente a liriodenina, mas sensivel as fragdes hexanicas, enquanto a
cepa Pb 18 foi mais sensivel a liriodenina.

As substancias maitenina e pristimerina, derivadas de Maytenus ilicifolia, revelaram
acao antifungica sobre leveduras e fungos filamentosos. A cepa Pbl18 foi sensivel na

concentracdo de <0,12 mg.L™ de ambas as substancias. A maitenina revelou melhores
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resultados que a pristimerina. Ndo se observou efeito citotoxico desses compostos sobre
queratinécitos da mucosa oral, sugerindo grau de seguranca adequado. **

Os dados ultraestruturais das células da fase leveduriforme da cepa padrdo
P.brasiliensis (Pb18) tratadas com liriodenina revelaram alteragdes principalmente na parede
celular, seguida de alteracdes citoplasmaticas. Achados similares foram relatados com ajoene
- dano da parede celular, lise celular e deterioracdo de estruturas em células da fase
leveduriforme de P. brasiliensis.*

Este estudo revelou CIM de liriodenina sobre a cepa ATTC 26029 de Histoplasma
capsulatum na concentracdo de 1,95 pg.mL™. Alanis-Garza et al.*> demonstraram a atividade
antifingica dos extratos de hexano, acetato de etila e butanol extraidos de 15 plantas da regido
nordeste do Meéxico sobre Histoplasma capsulatum, com valores de CIM entre 16 e 1000
ng.mL™. Valores de CIM ainda menores foram observados com maitenina (0,97 mg.L™?) e
pristimerina (0,48 mg.L™%).3*

Nos ultimos anos, observou-se o aumento de infecBes invasivas causadas por
leveduras do género Candida, principalmente em pacientes imunossuprimidos®. A C.
albicans é a principal responsavel pelas candidemias, embora venha aumentando a
prevaléncia da etiologia ndo- C.albicans ¥. A sensibilidade das espécies de Candida aos
compostos antifingicos de uso habitual é variavel - C. krusei apresenta resisténcia intrinseca
ao fluconazol *, enquanto a C. glabrata exibe resisténcia adquirida.

No presente estudo, a liriodenina revelou atividade antifingica sobre a maioria das
cepas de Candida, com CIMs entre 125 e 250 pg.mL™, com excecdo da C. tropicalis, que se
revelou resistente ao alcaloide. Esses resultados foram similares aos observados com
pristimerina®, com valores de CIM entre 7,81 e 250 pg.L™ e com o extrato hexanico de

Annona glabra L.*°, que inibiu o crescimento de C. albicans na concentracdo de 100 ug.mL'l.
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O presente estudo também revelou que a liriodenina apresenta menores valores de CIM que
os do extrato metandlico e do acetato de etila obtidos de Duguetia furfuraceae sobre cepas de
C. albicans e C. krusei, (CIM > 1024 ug.mL™), embora atuando sobre a C. tropicalis*’. A
liriodenina também se revelou mais ativa que os ésteres metilicos de acidos graxos de Annona
cornifolia (= 500 pg.mL™) sobre cepas de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis *.

A criptococose € uma das principais micoses que acometem individuos
imunossuprimidos, em especial os infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana, pela
gravidade das manifestaces clinicas, incidéncia e intensidade das sequelas e pela elevada
letalidade*?. O tratamento da meningite criptococécia deve ser feito com a associacdo da
anfotericina B ou dos seus derivados lipidicos com a flucitosina. No entanto, a anfotericina B
classica exige administracdo intravenosa e cuidadoso controle de seus efeitos colaterais; 0s
derivados lipidicos da anfotericina B tém custo elevado e o tratamento também exige a
administracdo intravenosa, embora sejam menos toxicos; por fim, a flucitosina ndo se
encontra disponivel em muitos paises, inclusive no Brasil. Essas dificuldades levaram ao uso
de doses elevadas de fluconazol, que é fungistatico e que proporciona um lento clareamento
da infeccdo. Esse cenario estimulou a investigacdo de outros esquemas terapéuticos com os
compostos antifangicos disponiveis, a associacdo de antifungicos com imunomoduladores e a
busca de outros farmacos com atividade anti-criptocécica. %

No presente estudo, a liriodenina revelou atividade sobre isolados dos dois complexos,
C. neoformans e C. gattii, com CIMs de 62,5 ug.mL™ para ambas. A CIM observada no
presente estudo foi bem menor que a dos ésteres metilicos de acidos graxos de Annona
cornifolia A.St.-Hil ¥, que se revelaram iguais ou superiores a 500 pug.mL™ e aos trés
componentes de Ocimum basilum - 6leo essencial, extrato etandlico bruto e fracdo hexanica,

com CIMs de 156 a 2500 pg.mL™*’. No entanto, os valores da CIM da maitenina - 0,48 a 3,9
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mg.L" e da pristimerina - 0,97 a 7,8 mg.L™ foram ainda menores.*
Aspergillus fumigatus é o principal agente de aspergilose invasiva, observada em

48,49

pacientes neutropénicos , cujo tratamento é feito principalmente com compostos

triazolicos, tais como voriconazol e posaconazol®. No entanto, estudos de vigilancia

revelaram a emergéncia de isolados clinicos e ambientais resistentes em todo o mundo *°,
em especial em pacientes que fizeram uso prévio de azdlicos®’ ou infectados por fungos
expostos a derivados azélicos utilizados na agricultura >"%. No presente estudo, a liriodenina
ndo apresentou atividade antifingica sobre a cepa de Aspergillus fumigatus, mas a maitenina,
na concentracdo de 125 mg.L™ e a pristimerina, na de 250 mg.L™, revelaram-se ativas sobre
este fungo, cabendo & maitenina a melhor atividade fungicida *.

O mecanismo de ac¢éo antifungica da liriodenina ainda ndo foi esclarecido. Estudos in
vitro e in vivo demonstraram que a liriodenina inibe a enzima topoisomerase Il, que induz a
quebra das duas fitas de DNA, reduzindo sua tenséo torcional durante a replicacdo. A acéo
antifangica da liriodenina pode ser similar a dos antibidticos que inibem essa enzima, levando
a sintese defeituosa de RNA mensageiro e proteinas e, como consequéncia, a morte do
microrganismo.

A liriodenina inibe a biosintese de dopamina e o contetdo de dopamina induzido pela
L-DOPA em células PC12%°. Como a sintese de melanina, importante fator de viruléncia de
espécies de Cryptococcus, também se da a partir de L-DOPA, seria interessante investigar
uma eventual atividade anti-melanogénica da liriodenina.

No entanto, estudo utilizando Saccharomyces cerevisiae sugeriu outro mecanismo de
acao da liriodenina sobre leveduras. Esse estudo revelou que a liriodenina interrompe a

sintese mitocondrial de ferro-enxofre, com base em trés achados: por causar um desequilibrio

celular de ferro através da inducdo de genes importantes para a absor¢do e homeostase
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celular; a demonstracdo, através de analise do genoma, de que as leveduras mutantes com
delecdo de genes responsaveis pela homeostase de ferro sdo hipersensiveis a liriodenina; por
fim, o tratamento das leveduras com liriodenina levou a defeitos celulares similares a
deficiéncia da sintese mitocondrial de ferro-enxofre, incluindo aumento dos niveis de ferro
mitocondrial, diminuicdo da atividade das enzimas de enxofre e aumento do estresse
oxidativo. **

Modelos bioguimicos para determinacdo do mecanismo de acdo de compostos
antifangicos devem ser utilizados para avaliacio da liriodenina. 4%

Os estudos in vitro realizados com a liriodenina demonstraram sua atividade fungicida
sobre leveduras e fungos termodimorficos, sugerindo que este composto deve ser avaliado em

modelos de infec¢do animal, como parte do processo a ser seguido até chegar a avaliacdo de

sua eficacia no tratamento de infec¢Ges humanas.
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Artigo Il - Avaliacdo da absorcdo da liriodenina administrada por gavagem a
camundongos da linhagem BALB/c. Estudo-piloto.
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Estado de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil.
Introducéo

O uso de plantas com fins terapéuticos € uma das praticas mais antigas da
humanidade, que ainda persiste, principalmente em populacGes de paises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento. Além disso, a emergéncia cada vez mais frequente de resisténcia
microbiana contribui para o aumento dos estudos sobre a atividade antimicrobiana de plantas
medicinais, em busca de novas alternativas de tratamento 2, De varias plantas sio obtidos
extratos, fraces e 6leos com atividade antimicrobiana sobre bactérias e fungos.*>®

A liriodenina é um alcaloide do tipo oxoaporfinico (Figura 1) com atividade
antibacteriana, antiflngica, antiprotozoaria e citotoxica. Este componente tem sido isolado de

plantas pertencentes a varias familias botanicas. "8°1% 1% 12
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Figura 1. Estrutura quimica da liriodenina
A atividade antimicrobiana de determinada substancia € inicialmente avaliada por
testes in vitro. No entanto, a correlagcdo entre atividade in vitro e eficacia do tratamento se

encontra bem demonstrada para bactérias *>**

, mas nem sempre € observada para isolados
fangicos >*°. A atividade in vitro da liriodenina foi avaliada para alguns fungos dimérficos,

filamentosos e leveduras 1’82,

A avaliacdo da atividade antifangica em infeccédo
experimental, em que o modelo murino ocupa lugar de destaque, depende da definicdo da via
de administracdo do antifungico e, como consequéncia, de sua absorcdo. Esta informacéo
permitird o desenvolvimento de estudos que tragam informacgdes sobre as caracteristicas
farmacocinéticas e farmacodindmicas do antifungico em estudo.

A busca dessas informac6es revelou apenas dois estudos in vitro, que abordaram a
acdo da liriodenina sobre receptores muscarinicos™® e sobre a sintese de dopamina™® e um in
vivo, que avaliou sua eficdcia na candidiase murina disseminada, apds administracdo

intraperitoneal e intravenosa %

, mas nenhum que focalizasse sua farmacocinética ou pelo
menos sua absorcao apos administracdo por gavagem.
Assim, o objetivo geral do presente estudo-piloto foi avaliar, em modelo murino, se

a liriodenina era absorvida ap6s administracdo por gavagem. Os objetivos especificos foram

i)



observar o comportamento dos animais, ap6s administracdo de duas diferentes doses de
liriodenina e eventuais efeitos indesejaveis causados por esse alcaloide.
Material e Métodos
Animais

Foram utilizados quatro camundongos isogénicos albinos, da linhagem BALBI/c,
machos, com cinco a sete semanas de idade e peso médio de 25g, provenientes do biotério do
Laboratério Experimental da Disciplina de Moléstias Infecciosas e Parasitérias da Faculdade
de Medicina de Botucatu - UNESP. Os animais foram mantidos em caixas contendo em
média dois animais, com cama de maravalha autoclavada, em ambiente a uma temperatura
variando de 23 a 25°C, com luminosidade controlada por interruptor horario eletromecéanico,
isto €, 12h no claro e 12h no escuro, recebendo, “ad libitum”, dgua filtrada e racdo comercial
balanceada para camundongos, autoclavada.
Extracdo da liriodenina

As raizes de Annona macroprophyllata Donn. Sm. foram coletadas em Tuxtla
Gutiérrez, Chiapas, Mexico e identificadas no Herbario Eizi Matuda da Universidade de
Ciéncias e Arte de Chiapas com o numero de colecdo 352. As raizes foram secas em
temperatura ambiente e moidas em moinho de faca. A extracdo de alcaloides foi realizada
pelo método seletivo acido-base. As amostras moidas foram umedecidas com solucdo
saturada de Na,COj3 e deixadas para secar por 48 horas em temperatura ambiente. A extracao
dos alcaloides foi feita com cloroférmio (CHCI3), sob constante agitacdo por duas horas e
filtrados para obtencdo da fase cloroférmica. Apds esse periodo, ao extrato cloroférmico foi
adicionado 1M HCI e a fase aquosa foi alcalinizada a pH 9,5 com solucdo de Na,COsg,
seguindo-se nova extracdo com CHCI3. Para obter o extrato total de alcaloides, o solvente foi

rotaevaporado. Para a extracdo da liriodenina o extrato bruto de alcaloide foi filtrado em
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sistema a vacuo em Kkitasato com papel filtro, obtendo-se massa seca. Para 0 experimento
foram utilizadas 100 gramas de massa seca de raizes, com rendimento de 100 miligramas de
liriodenina. *°
Preparo e administracéo da liriodenina

A liriodenina foi dissolvida em solucdo de dimetilsulféxido (DMSO) a 4%. Para a
preparacdo das doses de 0,75 e 1,50 mg.kg®, a 1,5 e 3,0 miligramas de liriodenina,
respectivamente, foram adicionados 0,240 mL de DMSO 4%. A liriodenina foi administrada
por gavagem, em dose Unica, as 12h00. Cada animal recebeu 0,120 mL da solugéo contendo
liriodenina. As doses utilizadas foram definidas com base nos resultados do teste de
sensibilidade in vitro."’
Grupos da pesquisa. Os animais foram divididos em dois grupos:
Grupo 1 (G1), constituido de dois camundongos sem infeccdo, que receberam liriodenina na
dose de 0,75 mg.kg™, em uma Gnica tomada;
Grupo 2 (G2), constituido de dois camundongos sem infeccdo, que receberam liriodenina na
dose de 1,50 mg.kg™, também em uma Gnica tomada.
Coleta de sangue dos camundongos

Ap0s receberem dose Unica de liriodenina por gavagem as 12:00h, parte dos animais
foi sacrificada as 18:00h e parte as 24:00h. Portanto, foi sacrificado um animal de cada
grupo, em cada horario estabelecido. De cada animal, amostras de sangue foram coletadas
por puncdo cardiaca, para determinacao dos niveis séricos de liriodenina.
Sacrificio dos camundongos

Os camundongos sacrificados foram inicialmente anestesiados com 0,08 pL de uma
solucdo com 24 pL de ketamina, 32 puL de xilasina e 24 pL de 4gua destilada, administrada

por via intraperitoneal, com o auxilio de uma seringa descartavel milimetrada até 1,0 mL.
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Apos a sedacdo, o sangue foi coletado, por meio de puncédo cardiaca, com o auxilio de uma
seringa de 1,0 mL e de uma agulha calibre 25 x 7. O sangue foi transferido para um tubo de
ensaio estéril, sem anticoagulante e posteriormente centrifugado a 3.500 rpm, em centrifuga
Revan Ciclo C I.

Dosagem sérica de liriodenina

As amostras de soros dos camundongos foram diluidas em 15 mL de agua deionizada,
a fim de aumentar o volume da solucéo de trabalho. Para extrair a gordura presente no soro,
essa mistura foi colocada em funil de separa¢do com 10 mL de hexano, sendo recolhida a fase
aquosa, que posteriormente teve o pH ajustado para 9,5 com solugéo saturada de carbonato de
sodio. Essa solucdo foi colocada em funil de separacdo com 10 mL de cloroférmio, sendo ao
final recolhida a fase cloroférmica, que contém a liriodenina. Para identificacdo e
quantificacdo da liriodenina, a amostra foi mantida em repouso até a completa evaporacédo do
cloroférmio, posteriormente dissolvida em metanol e analisada em High Performance Liquid
Cromatography (HPLC), segundo as especificacbes de De La Cruz Chacdon & Gonzalez-
Esquinca, 2011, modificada.*?

As amostras foram eluidas em modo isocratico, 80% de Metanol (J.T.Baker, grau
HPLC) e 20% de agua ultrapura pH ajustado para 3,0 com acido acético. A vazdo da fase
movel foi de 1,0 mL/min e o tempo total de corrida foi igual a 15 minutos, com comprimento
de onda 254 nm e volume de injecdo de 20 puL. O compartimento do forno da coluna
cromatografica foi programado para 30°C. Foi utilizado o equipamento HPLC (Thermo
Scientific Dionex Ultimate 3000) equipado com detector UV-VIS, injetor automatico com
forno e bomba de quatro canais com desgasificador embutido e coluna LUNA® 5um C18

(250 x 4,6 mm) marca Phenomenex.?*
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A dosagem do nivel sérico de cada amostra foi feita em triplicata, utilizando-se a
média das concentracdes encontradas.
Avaliagdo histopatoldgica

O exame histopatoldgico dos intestinos foi realizado em todos os animais. Os
intestinos foram coletados e fixados em formalina por 48 horas e, posteriormente, foram
transferidos para alcool a 70% e incorporados em parafina. Foram realizados 0s cortes e, a
seguir, as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE).

Analise estatistica dos resultados

Foi realizada a anéalise descritiva dos resultados devido ao pequeno nimero de animais
avaliados neste estudo-piloto.
Comité de Etica

Esse estudo-piloto, cujo protocolo € o de nimero 1249 / 2017 foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) no dia 26 de outubro de 2017 (Anexo 2).
Resultados
Observacéo clinica e exame histopatologico

Antes da administracdo da liriodenina, todos os animais se apresentavam calmos, com
pélos brilhantes e se alimentando de forma normal, condi¢cdes que ndo se modificaram com a
administracdo da liriodenina.

No entanto, 12 horas ap6s a administragdo da liriodenina, os camundongos que
receberam a dose de 1,50 mg.kg™ de peso corporal apresentavam distensdo abdominal; a
laparotomia revelou a presenca de grande quantidade de gases intestinais (Figura 2). Esses
achados n3o foram observados nos animais que receberam liriodenina na dose de 0,75 mg.kg™

de peso corporal.
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Figura 2. Camundongos da linhagem BALB/c que receberam liriodenina por gavagem, na
concentracdo de 1,50 mg.kg™. O sacrificio foi realizado 12 horas ap6s administracdo da
liriodenina. Al1-B1l- camundongos durante o sacrificio; A2-B2: intestinos retirados no

momento do sacrificio.
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Os exames histologicos dos cortes transversais dos intestinos de todos os animais,
observados em microscopia luminosa, ndo evidenciaram alteracdes patolégicas com nenhuma

das doses empregadas e em nenhum dos dois diferentes momentos de sacrificio (Figura 3).

0,75 mg.kg™ 1,50 mg.kg*
e M
%
n
6h
x| -
8 Z
%
n
12h

Figura 3. Perfil histomorfoldgico intestinal de camundongos BALB/c, apds administragdo de
liriodenina, por gavagem. Note a auséncia de alteragdes patoldgicas em diferentes doses (0,75 e 1,50
mg.kg™) de liriodenina e diferentes momentos de sacrificio (6 e 12 horas da administragdo). HE;
pequeno aumento (5xx).
Dosagem sérica de liriodenina

A liriodenina foi detectada tanto no soro de camundongos que receberam 0,75 mg.kg™

quanto naqueles em que 1,50 mg.kg™ de peso corporal foram administrados, confirmando a

absorcdo dessa substancia apos administracdo por gavagem (Figura 4).
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No entanto, os niveis séricos de liriodenina revelaram comportamento diferente em
funcdo do tempo de administracdo, segundo a dose utilizada nos camundongos: 0S que
receberam 0,75 mg.kg™ apresentaram aumento da concentracdo com o passar do tempo,

enquanto achado oposto foi observado nos animais em que 1,50 mg.kg™ foram administrados.

m6horas M12horas

wul =2}
1 J

N
1

Nivel sérico (mg.mL-1)

0,75 mg.kg-1 1.5 mg.kg-1
Dose

Figura 4. Niveis séricos de liriodenina observados 6 e 12 horas ap6s a administracdo de 0,75 e 1,50
mg.kg™ de peso corporal, por gavagem. Dados de um animal por dose, em cada momento. O nivel

sérico é a média de trés repeticoes, feitas em cada amostra. Estudo piloto.
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Discussao

O estudo da via de administracdo de determinado farmaco constitui aspecto importante
para sua utilizagdo, pois a possibilidade de uso oral significa menores custos do tratamento,
maior facilidade para sua aplicacdo e, como consequéncia, maior adesdo do paciente.

A avaliacdo dos niveis séricos de liriodenina sugere melhor absor¢do com a menor
dose utilizada, isto é 0,75 mg.kg™. Este achado talvez possa ser explicado por alteragdes
funcionais determinadas pela dose de 1,50 mg.kg™ , isto &, além da distenséo abdominal por
formacdo de gases, também a reducdo na absorcdo da liriodenina, pois a avaliacdo
histopatologica, com coloracdo dos fragmentos pela hematoxilina-eosina, nao revelou
nenhuma lesdo organica.

Portanto, este estudo-piloto atendeu ao objetivo geral, confirmando a absorcdo da
liriodenina apds administracdo por gavagem e a um objetivo especifico, demonstrando que a
dose mais elevada induziu provaveis alteracdes funcionais, caracterizadas por formacao
exagerada de gases e consequente distensdo abdominal, além de diminuicdo da absorcao
intestinal dessa substancia.

Como consequéncia desses achados, um delineamento para avaliacdo da
farmacocinética e da farmacodindmica da liriodenina se encontra em andamento, utilizando

doses de até 0,75 mg.kg™ de peso corporal.
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IIl.Conclusoes



I11. CONCLUSOES

Os achados deste presente estudo, nas condi¢cdes em que foi desenvolvido, permitem
tirar as conclusdes que se seguem, apresentadas em funcéo de cada artigo redigido.
Artigo 1. Atividade antifungica da liriodenina sobre fungos do género Paracoccidioides
e outros fungos causadores de micoses sistémicas.

Estudos in vitro com liriodenina:
1. Em leveduras:

- A liriodenina apresenta atividade fungicida sobre espécies de Candida relevantes por
sua frequéncia (C.albicans, C.parapsilosis, C.glabrata) e por sua resisténcia ao fluconazol
(C.krusei) ou baixa sensibilidade ao fluconazol (C.glabrata).

- A liriodenina apresenta melhor atividade fungicida sobre cepas de Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii, agentes de micoses endémicas e oportunistas, responsaveis
por elevada morbidade e mortalidade em pacientes com a aids.

2. Em fungos termodimérficos:

- A atividade fungicida diferencial sobre cepas e isolados clinicos de fungos do género
Paracoccidiodes estimula futuros estudos sobre a eficacia desse composto nas distintas.

- As alteracOes celulares e citoplasmaticas em células de cepa padrdo de P.brasiliensis
(Pb18) tratadas com liriodenina levam a busca dos mecanismos de acao deste composto
3. Em fungos filamentosos:

- A liriodenina ndo apresentou atividade antifingica sobre cepa de Aspergillus
fumigatus (ATCC 7100) nas condicdes deste.

4. Na grande maioria das espécies a concentracdo fungicida minima é semelhante a

concentracdo inibitéria minima.
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Artigo 2. Avaliagdo da absorcdo da liriodenina administrada por gavagem a
camundongos da linhagem BALB/c. Estudo-piloto.

O estudo-piloto sobre a avaliacdo da absorcdo da liriodenina administrada por
gavagem a camundongos da linhagem BALB/c, permitiu concluir o que se segue:

- A liriodenina pode ser administrada por gavagem, com vantagem da facilidade de
administracdo, em dose de 0,75 mg.kg™ que apresentou melhor absorcéo e com auséncia de

efeitos indesejaveis e alteragdes histoldgicas nos intestinos.
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Titulo da Pesquisa: Atividade da liriodenina extraida de Annona macroprophyllata sobre isolados do
género Paracoccidioides.
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DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2257 787

Apresentagdo do Projeto:

As limitagdes frequentes dos antifingicos e o aumento na incidéncia das infec¢des fingicas sistémicas tém
ressaltado a necessidade de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos.

O presente trabalho tem com objetivo avaliar in vitro e in vivo a atividade da liriodenina extraida da planta
Annona macroprophyllata sobre isolados do género Paracoccidioides, bem como possiveis alteracdes
morfolégicas induzidas pela liriodenina na concentracdo inibitéria minima.

Esta pesquisa sera constituida de dois experimentos. No primeiro, serdo realizados os testes de
sensibilidade in vitro com liriodenina sob isolados fingicos. O teste de sensibilidade in vitro sera conduzido
com 10 diferentes concentracdes de linodenina (500 a 0,97 g.mL-1). Considerando concentracdo que se
revelar ativa no experimento |, sera realizado o segundo experimento, o teste in vivo, utilizando-se a infecao
experimental por Paracoccidioides brasiliensis em modelo com Galleria mellonella.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo primario: Avaliar a atividade antifangica de liriodenina extraida de Annona macroprophyllata contra

fungos do género Paracoccidioides.

Objetivos Secundarios:
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Os autores propdem a dispensa do TCLE, uma vez que a coleta de material para isolamento de
Paracoccidioides brasiliensis foi feita anteriormente em funcdo de indicacéo clinica e a conduta indicada ja
foi tomada. Os demais isolados avaliados serdo amostras padrées (ATCCs). Considera-se a justificativa
pertinente.

O projeto esta orcado em R$ 5.460,00 e conta com financiamento préprio.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Foram apresentados os seguintes documentos de carater obrigatorio:
- Folha de rosto devidamente assinada;

- Termo de Anuéncia Institucional (EAP);

- Projeto de Pesquisa,

- Regulamento de funcionamento de Biorrepositorio.

Os autores pedem dispensa do TCLE, sob justificativa de que a coleta de material para isolamento de
Paracoccidioides brasiliensis foi feita anteriormente em funcdo de indicagdo clinica e a conduta indicada ja
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sugere-se a aprovacdo do presente projeto de pesquisa sem necessidade de envio 8 CONEF.
Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto de Pesquisa APROVADO, deliberado em reuniic ORDINARIA do CEP de 04/09/2017, sem
necessidade de envio a8 CONEP.

O CEP solicita aos pesquisadores que apds a execucdo do projeto em questdo, seja enviado o Relatério
Final de Atividades, o qual devera ser enviado via Plataforma Brasil na forma de “NOTIFICAGAO".

LEMBRAMOS QUE A PRESENTE PESQUISA SOMENTE PODERA SER INICIADA APOS DIA 04/09/2017
— DATA DA APROVAGAQ DO CEP.
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